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Uber Peroxydase. 
(V. Mitteilung,) 
Die mathematische Betrachtung des Fermentablaufes. 
. Von 
H. W. Bansi und H. Ucko. 


Mit 5 Figuren im Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 12, Juni 1927.) 


In unserer III. Mitteilung haben wir bereits kurz auf die 
GesetzmiBigkeit hingewiesen, die bei der peroxydatischen Re- 
aktion zwischen der Menge des angewandten Fermentes und 
der GréBe des zu bestimmten Zeiten erzielten Umsatzes be- 
steht. Wie dort erwahnt, ist die Menge des gebildeten Oxy- 
dationsproduktes zu jeder Zeit der Fermentkonzentration pro- 
portional, ohne daB aber in der Regel die in der Zeiteinheit 
umgesetzte Substratmenge die gleiche ist. Vielmehr sinkt im 
Verlauf der Reaktion die Menge des in der Minute gebildeten 
Oxydationsproduktes, aber ebenfalls gesetzmabig und zwar pro- 
portional der vorhandenen Fermentmenge. Um diese Gesetz- 
miBigkeit, die sich am weitgehendsten bei der Oxydation des 
Pyrogallols feststellen lieB, ihrem Wesen nach aufzukliren, 
gingen wir an die weitere mathematische Analyse der von uns 
beobachteten Reaktionskurven. Als naheliegende Méglichkeit 
war zunachst zu erwigen, ob das Massenwirkungsgesetz be- 
stimmend fiir den Reaktionsablauf sei, ob also die Geschwindig- 
keit der Reaktion in irgendeiner Weise von der zu jeder Zeit 
noch vorhandenen Substratmenge abhangig sei. Dies war von 
vornherein unwahrscheinlich, weil der erzielte Umsatz bei 
unserer Versuchsanordnung im Verhiltnis zu der Ausgangs- 
menge stets so gering blieb, da8 man wenigstens in den ersten 
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178 H. W. Bansi und H. Ucko, 


10—15 Minuten der Reaktion — von denen im folgenden nur 
gesprochen werden soll — die Substratmenge als konstant 
ansehen konnte. Da8 tatsichlich eine Auflésung unserer Kurven 
nach der mono- oder bimolekularen Reaktionsgleichung einen 


erheblichen Gang der Konstanten aufweist, zeigt als Beispiel 
Tab. I. 


Tabelle I. 


Berechnung der Konstanten einer Zeitumsatzkurve nach der mono- und 
bimolekularen Reaktion. 





Zeit Purpurog. Verbrauchtes | 1 a 1 oe 


























t mg Pyrogallol = x} ¢ en neg (a — 2) 
1’ 14,1 16,2 0,0141 0,327 
2’ 19,9 22.8 0,0102 0,239 
4’ 25,9 29,8 0,0067 0,159 
7 33.0 37,9 0,0049 0,116 
10’ 38,5 44,9 0,0040 0,097 


Kine Durchsicht unserer Protokolle leB nun erkennen, 
da8 in einigen, offenbar unter besonders giinstigen Bedingungen 
vorgenommenen Versuchen die Reaktion etwa in den ersten 
10 Minuten nahezu linear verlief. Fiir diese Falle ergab sich 
also, daB der Umsatz (uw) direkt proportional der Zeit (¢) ist 


u=kh-t, (1) 


wobei k& eine Konstante bedeutet. Differenziert man diese 
Gleichung nach ¢, so erhalt man 


du 


ery =k, (1a) 


Die Reaktionsgeschwindigkeit (35) ist also gleich einer Kon- 


stanten. Die Mehrzahl unserer in der III. Mitteilung zum Teil 
wiedergegebenen Figuren zeigt aber eine Abweichung von diesem 
linearen Verlauf, und zwar nimmt die Geschwindigkeit allmih- 
lich ab, so daB die Kurven eine parabolische Gestalt erhalten. 
Es lag deshalb nahe, bei diesen Kurvenbildern an eine Expo- 
nentialfunktion zu denken. Zur Priifung, ob es sich wirklich 
um eine solche handelte, trugen wir unsere Kurven in bekannter 
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Weise bilogarithmisch in ein Koordinatensystem ein. Fig. 1—4 
zeigen, daB die Zeitumsatzkurve der Pyrogalloloxydation bei 
Variation simtlicher Versuchsbedingungen bilogarithmisch 
dargestellt eine gerade Linie ergibt. 

Nach der analytischen Gleichung einer Geraden 
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Fig. 1. Variation der Fermentmenge. 


laBt sich also fiir die Peroxydasereaktion die Gleichung 


logu = — - logé + logh (2) 
aufstellen (= = tang des Neigungswinkels, log 4 = das auf der 
Ordinate abgeschnittene Stiick), oder anders ausgedriickt 

1 
u=h-t*, (2a) 


Die Tabellen II—VI zeigen die gute Ubereinstimmung des 
nach (2a) berechneten Umsatzes mit dem Experiment. Zur 


Berechnung wurde - graphisch durch Winkelmessung gefunden 
und & als Umsatz zur Zeit = 1 bestimmt. 


12* 


































































































180 H. W. Bansi und H. Ucko, 
Tabelle II. 
1 . 
Fermentvariationen. a = 2,44 a 0,41. a@ = 22°20’, 
Fermentmenge in cem 
Zeit 0,1 0,2 0,3 0,4 0,6 
log k =0,544 | log k =0,845 | log& = 1,00 | log/=1,149 | log k=1,309 
1’ 39 | 35 | 7,0 7,0 | 10,0 | 10,0 | 14,1 | 14,1 | 20,4 | 20,4 
2’ 46) 4,7) — — | 14,0 | 13,4 | 199) 188 | — | — 
3’ — — | 10,1 | 101 | — — | (22,5); 22,1 | 32,5 | 32,4 
4’ 61 | 62] — — | 17,1 | 17,9 | 25,9 | 25,2 | 37,4 | 36,5 
5” — — | 14,3 | 135 | — — — — —- | — 
6’ 7,8 | 743) — — | — — — — — | — 
“y i — — — | 21,3 | 22,2 | 38,0) 31,3 | 462 | 45,2 
10’ 90 9,0 | 16,5 18,5 — 39,6 | 39,9 —- | — 
11’ —-}|-— — — | 263 | 267} — | — 54,9 | 54,3 
15’ | 10,4 | 10,5 | 19,5 | 20,8 | 27,3 | 29,7 | 43,9 | 41,9 | 62,0 | 62,0 
tae: | la soiw i gifteat! # ws | 3 
Ie So = Ep = a | § bp = bm | § 
we a 3) S) S) iS) 5) 
28 S, © S 2 a. 2 S. ® = : 
PTs iets; se) ett] st Fi) 8 
Tabelle IIL. 
Py-Variationen. 
Pu = 3,0 Pr = 4,5 Pr = 5,0 Pu = 6,0 Pu = 6,5 
Zeit | logk = 1,07 | log k= 1,148 | logk=1,32 | logk=1,34 | logk = 1,39 
1/a = 0,373 | 1/a = 0,452 | 1/a = 0,577 | 1/a = 0,759 | 1/a = 0,80 
1 | 13,3 | 11,8 | 14,0 | 14,1 | 21,2 | 20,9 | 21,3 | 21,6] — - 
| | 3’ | 
2’ | 15,2 | 15,2 | 19,9 | 19,2 | 32,5 | 31,0 | 33,8 | 36,4] 58,0; 59,2 
4’ | 19,7 | 19,7 ] 25,9 | 26,2 | 46,1 | 44,4 | 64,0 | 62,3 | 76,0 75,0 
Y | v | v | | 
6’ | 22,0 | 22,9 | 33,0 | 33,9 ]| 65,4 | 64,2 | 92,7 | 95,5 | 105,0, 103,0 
| 11’ 

10’ | 26,2 | 27,7 | 39,6 | 39,9 | 80,0 | 78,9 | 116,0 | 123,2 | 165,0 166,0 
15’ | 82,0 | 32,0 | — -~ 96,4 | 99,8 | 152,0 | 166,0 | 210,0, 212,0 
Nn} Gees S ti bE Po) oe > ag : a) bas > 
S|Seé Se sei 2 E ee} 2 
n€]}%s | 2 | hs) 8 | hs | & |} hs] | Ss] 
sGieh)| 2 iae/| es ]68)/ 8 [a8] & | ak] g 
~ | ks g Ke 3 KS 8 — & Sa | 8 

a 2,68 2,21 1,74 1,32 1,25 
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Uber Peroxydase. 181 
Tabelle IV. 
aye 1 
H,,0,-Variation. a 0,78. a=38°% a = 1,28. 
H,O, 
Zeit 1 mg 3 mg 7 mg 10 mg 20 mg 
log k = 0,13 | log k = 0,39 | log k = 0,68 | logk = 0,80 | log k = 0,80 
1’ — — — — 4,9 4,9 6,3 6,3 6,7 6,3 
2’ | 2,0 79 | = a 78 | 82] 95 10,8 | 10,5 | 108 
3x | 3,25] 32 | 58 | 58 | 10,5 | 11,3 | 13,9 | 14,9 | 15,0 | 14,9 
5 1 50 | «46:1 «83 | 8&5 | 16,6 | 16,5 | 22,7 | 21,7 | 19,7 | 21,7 
7 | 667 | 6,2 | 10,7 11,2 | 22,9 | 21,8 | 300 | 28,8 | 29,3 | 28,8 
10” | 80 | 81 | 13,2 | 14,8 | 29,3 | 289 | 37,0 | 381 | 36,9 | 38,1 
1 [100 | itt | —  — — | — | 53,5 | 52,1 | 50,0 | 52,2 
s)/e/E/elElerele!] Ble! 2 
| 3 bo a a0 a bD a ao a a0 a 
sel 4 © eS © BS 5) c | © d. 2 
bath 4 i 4 on 4 im i = Mm | i 
. . 2 ¢ | 3 ” 2 - a eo |) @ 
Tabelle V. 
a 1 
Pyrogallolvariationen. o = 43° a = 1,08. _* 0,93. 
Pyrogallol 50 mg 100 mg 250 mg 500 mg 
Feit u u u u 
N Texp. gef.| ber. fexp. gef.| ber. jexp. gef.| ber. exp. gef.| ber. 
———————— Sanaa — — ————— _ _ - 
Yom |ome i —~ {| — 83 | 7,6 8.7 8,7 
2’ | 0,82 | 0,85 1,05 | 1,07 13,8 | 14,5 16,4 | 16,6 
3° | 1,20 | 120 | 1,57 | 1,60 | 20,3 | 20,7 | 23,5 | 23,7 
| log k = 0,65 log hk = 0,77 log k = 0,88 log k = 0,94 











Fir ¢=1 wird nimlich 


uk. 


Um einen Ausdruck fiir die Geschwindigkeit der Reaktion zu 


finden, wurde die Gleichung (2a) nach ¢ differenziert. Es er- 
gibt sich 


dt aa 3) 
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Ferner folgt aus (2a) 








. ae 
alii k 
und mit a potenziert 
Uu \& 
(i) 
In (3) eingesetzt, ergibt 
du _ kw" 
dt = a-ki-% 
du k° ee 
re =—-u oder | 
du k* 1 
dt sed a ; yr) . (4) 
i 
Es ergibt sich, da8 + stets ein cchter Bruch ist; mithin muB | 


a groBer als 1 sein. Gleichune (4) besagt also zuniichst, dab 
die Reaktionsgeschwindigkeit einer Wurzel bzw. Potenz der 
bereits umgesetzten Subsi. tmenge umgekehrt pro- 
portional ist. 


Tabelle VL. 


Pyrogallolvariation. a = 26° a= 2,03. = = 0,49. 











Pyrogallol 0,2 g 05g 1,0¢ 2,5 g 








u 
gef. | ber. gef. | ber. gef. | ber. gef. | ber. 











3] 7,65 | 7,6 9,0 9,5 11,3 | 10,8 16,2 | 16,3 
5} 9,0 9,7 12,2 | 12,1 | 13,3 | 13,9 | 20,0 | 19,2 
1} 12,0 | 11,6 14,6 | 14,6 | 160 | 16,2 | 21,3 | 21,2 

10’} 13,8 13,7 17,3 17,4 20,0 19,4 23,3 23,5 

log k = 0,63 log k = 0,73 log k = 0,78 logk = 1,078 



































Die Geschwindigkeitsgleichung (4) enthalt zwei Konstanten, 
iiber deren GréBe sich gewisse GesetzmiBigkeiten ergeben, wie 
aus den oben aufgefiihrten Tabellen ersichtlich ist. Was zu- 
nachst den Faktor a anlangt, so zeigt sich, daB er bei Ande- 
rung der angewandten Fermentmenge sowie des Pyrogallols 
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Tabelle VII. 


Temperaturvariation. 


























1 / 

Temp. 0 _— a 

@ 

= ee nena — aie 

20° 41° 30’ 0,885 1,13 

23 40° 0,84 1,19 | 
26 839° 30’ 0,824 1,21 
29 36° 0,726 1,38 
32 80° 30/ 0,59 1,70 
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Fig. 2. Variation des Pr 


und, allerdings nur in gewissen Grenzen, bei Variierung des 
Hydroperoxyds fiir ein bestimmtes Fermentpriparat konstant 
ist. Dagegen wird a durch p,, = und Temperaturanderung 
wesentlich beeinfluBt, und zwar nimmt es bei Temperatur- 
erhéhung (Tab. VII) und Steigung der H’-Ionenkonzentration zu 
(Fig. 2 und 3). Bei stark saurem p,, wird a gréBer als 2 
(Tab. Ifl). In den Kurven zeigt sich die Zunahme von a in 
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einem Kleinerwerden des Neigungswinkels der bilogarithmischen 
Geraden (tga = -). Die Konstanz des Faktors a ist, wie 


erwihnt, nur bei niedriger Konzentration des H,0, giiltig. 
Steigert man die H,O,-Menge tiber einen gewissen Grenzwert, 
der fiir verschiedene Fermentpraparate schwankt (in der Regel 
bei etwa 10—20 mg H,O, +0,5g Pyrogallol auf 400 ccm 
Fliissigkeit), so wird der Neigungswinkel der Kurven erheblich 
kleiner (s. Fig. 4). Es tritt also bei Uberschu8 von H,O, eine 




















besonders starke Hemmung des Reaktionsablaufes ein, die sich 
in der Zunahme von a bis zu extremen Werten dubert, ohne 
daB die durch Gleichung (4) dargestellte GesetzmiBigkeit 
sich iindert. Darauf wird unten noch niiher eingegangen 
werden. 

Im Durchschnitt liegen die von uns gefundenen Werte 
fiir a zwischen 1 und 2. Nur bei einem p,, unter 4,5 und 
bei UberschuB von H,O, steigen die Zahlen iiber 2. Vergleicht 


oe eae 
man unsere Werte fiir —- mit den bei der Adsorptionsiso- 


therme gefundenen Exponentialfaktoren, so zeigt sich, daB sie 
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in derselben Gré8enordnung liegen. Bei der Mehrzahl unserer 


7 , ; — , 
Versuche bewegt sich a zwischen 1,2 und 1,7 (- also zwischen 


0,58 und 0,84). Wir glauben deshalb, daB sich auch in unserem 


Fall ein Adsorptionsvorgang abspielt, dessen niihere Natur noch 
besprochen wird. 


Der Faktor %, der als Umsatz nach 1 Minute berechnet 
werden kann, ist in seiner GréBe direkt proportional der Fer- 


fogu 
17 
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Fig. 4. Variation der H,O,-Menge. 


mentmenge und wachst bei Pyrogallol-, wie bei H,O, - Ver- 
mehrung bis zu einem Maximum. Niheres ist schon aus 











unserer III, Mitteilung zu ersehen. Bezeichnet man in (4) 
* 


, =, so kann man K als Geschwindigkeitskonstante fiir 


die Peroxydasereaktion ansehen, wenn die oben erwihnten Ver- 


suchsbedingungen eingehalten werden, bei denen a konstant 
bleibt. 


Zur experimentellen Priifung von K kann man Gleichung (4) 
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nach Trennung der Variablen durch Integration umformen. 


Es ergibt sich 
faw yt—1 ox Kf at, 


1 ee ? 
lies =K-t+C, 


Zur Zeit t= 0 ist u=0. Folglich C=0. Demnach lautet 
das spezielle Integral 


a 
r u - 
es . (F 
i= — (5) 


Tab. VIII zeigt Beispiele der berechneten Werte fiir die Ge- 
schwindigkeitskonstante A. 





Tabelle VIII. 


K berechnet aus (5) = noe 














at 
0,6 ccm Ferment. 0,4 cem Ferment bei py=4,5. 
a = 2,44, a = 2,21. 
t K t Kk 
ae 242 = ai 0,95 
3’ 2,42 2’ 1,03 
4! 2.56 4’ 0,93 
7’ 2.45 6" 0,91 
11’ 2,37 10’ 0,95 
15’ 2,34 





- - Mittelwert K = 0,945 





Mittelwert K = 2,427 


Die einzige aus der Fermentkinetik bekannte Gesetzmibig- 
keit, die zu der von uns gefundenen Gleichung fiir die Re- 
aktionsgeschwindigkeit (4) eine gewisse Beziehung erkennen lit, 
ist die Schiitzsche Regel. Der hierbei in Frage kommende 
Teil derselben besagt, daB bei der Pepsinwirkung die verdauten 
EiweiBmengen (uz) den Quadratwurzeln der Zeiten ‘) propor- 
tional sind. 

u=k ye 


oder nach ¢ differenziert 
du _k 1 
dt 2 Vt 

















Uber Peroxydase. 187 


Da aber ferner Vt = “ 


;, ist, ergibt sich 


du ee 

dt (6) 
Man erkennt sofort, daB die von uns gefundene Gleichung (4) 
in die Gleichung der Schiitzschen Regel (6) iibergeht fiir den 
Fall, daB a = 2 wird. 

Arrhenius hat nun in Analogie zu dem bekannten Vor- 
gang der Verseifungen das Wesen der Schiitzschen Regel 
dahin erklirt, daB die Reaktionsgeschwindigkeit nicht nur pro- 
portional der Menge an noch nicht umgesetzten Molekiilen, 
sondern gleichzeitig umgekehrt proportional der bereits um- 
gesetzten Menge ist. Arrhenius fand nimlich fiir die Ver- 
seifungsgeschwindigkeit von iiberschiissigem Essigester durch 
kleine NH,-Mengen die Gleichung 

du Au 
dt Uu 





Diese Gleichung unterscheidet sich von der monomolekularen 
Gleichung nur durch den Nenner uw. Sie wird identisch mit (6), 
der Gleichung der Schiitzschen Regel, fiir den Fall, daB 4—w 
bei Anwendung einer sehr groBen Ausgangsmenge (A) als kon- 
stant angesehen werden kann, was in den ersten Minuten des 
Reaktionsablaufes zutrifft. Man kann also die Schiitzsche 
Regel auch so definieren, daB eine Hemmung der Geschwindig- 
keit eintritt, die proportional der jeweils umgesetzten Menge 
ist. Bei dem Beispiel von Arrhenius kommt die Hemmung 
durch die Verschiebung eines Dissoziationsgleichgewichtes, also 
durch einen molekularchemischen Vorgang, zustande. Dabei 
werden die katalysierenden OH-Ionen durch die im Verlauf 
der Reaktion entstehenden NH,-Ionen zuriickgedringt. 

Da unsere Gleichung (4), wie erwiihnt, in die der Schiitzschen 
Regel iibergeht, wenn der Faktor a = 2 ist, kann man die 
Schiitzsche Regel als einen speziellen Fall der Gleichung (4) 
auffassen. Der Ablauf der Peroxydasereaktion ist also dadurch 
charakterisiert, daB die Reaktionsgeschwindigkeit in der Regel 
eine Hemmung erfihrt, die der Menge des zu jeder Zeit ge- 
bildeten Reaktionsproduktes in irgendeinem Sinne proportional 
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ist. Die Art der Proportion ist durch die GréBe des Faktors 
gegeben. 

Andererseits tritt der Grenzfall des linearen Verlaufes, 
der bei giinstigen Bedingungen beobachtet werden konnte und 
den man als den idealen Ablauf ansehen mu8, ein, wenn a = | 
ist. Setzt man niimlich a = 1, so wird 

_ =k- — =k. 
Die Gleichung ist dann also identisch mit der Gleichung der 
linearen Funktion zwischen Zeit und Umsatz (1a). 

In diesem Fall tritt keinerlei Hemmung des Reaktions- 
ablaufes ein, solange der Umsatz im Verhiiltnis zur Ausgangs- 
menge verschwindend klein bleibt. Wird a= 2, so erliilt 
man den Fall der Schiitzschen Regel, bei dem man die 
Hemmung nach Arrhenius auf einen molekularchemischen 
Vorgang zuriickfiihren kann, da diese der Anzahl der um- 
gesetzten Molekiile (uw) direkt proportional ist. 

In unserem Fall bewegt sich der Wert von a meist 


° 1 ‘ 
zwischen 1 und 2. Der Exponent (=) unserer Zeitumsatz- 


gleichung (2a) liegt also in derselben GréBenordnung wie der 
Exponent bei der Freundlichschen Adsorptionsisotherme. 
Diese Tatsache l4Bt wohl den Schlu8 zu, daB bei uns dem 
charakteristischen Fermentablauf ein Adsorptionsvorgang zu- 
grunde liegt, durch den offenbar die eintretende Hemmung 
bedingt wird. Wihrend bei der Esterverseifung von Arrhenius 
die Hemmung durch eine dem Massenwirkungsgesetz folgende 
Abnahme der katalysierenden OH-Ionen verursacht wird, tritt 
bei uns die Hemmung durch eine Adsorption des Katalysators, 
also des Fermentes, ein. 

Die in Gleichung (4) ausgedriickte Gesetzmibigkeit fiir 
die Geschwindigkeit der Pyrogalloloxydation durch die Per- 
oxydase ist der allgemeine Ausdruck fiir die Abhingig- 
keit der Reaktionsgeschwindigkeit von der bereits 
umgesetzten Substratmenge. Sie wird also fiir diejenigen 
Vorginge in Frage kommen, bei denen ein EKinflu8 der Aus- 
gangsmengen auf den Ablauf nicht vorhanden ist und die 
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andererseits nicht linear verlaufen. Der lineare Ablauf stellt, 
wie schon gezeigt, den Grenzfall der Gleichung fiir a = 1 dar. 
Ks tritt in diesem Falle bis zu einer gewissen Zeit keinerlei 
Hemmung ein, so daB in gleichen Zeiten stets gleiche Um- 
siitze erzielt werden. Derartige Zeitumsatzkurven zeigen 
sich wiederholt bei der Peroxydasewirkung, ohne daB die 
speziellen Bedingungen dafiir genau bekannt sind. Ks wird 
dies offenbar vor allem durch den Zustand und Reinheits- 
crad des betreffenden Fermentpraiparates wesentlich hervor- 
gerufen. Die meisten der von uns beobachteten Zeitumsatz- 
kurven folgen der Gleichung (4) aber fiir den Fall, dab 
2>a> 1 ist. Wie ebenfalls begriindet, nehmen wir an, daB 
in diesem Fall der Reaktionsablauf dadurch bedingt ist, daB 
proportional dem sich bildenden Oxydationsprodukt eine Ab- 
nahme der Kermentmenge eintritt, die durch einen Adsorptions- 
vorgang zustande kommen mub. Fiir den Fall, dab a = 2, 
also u*@-1= wu wird, zeigt sich dabei die Besonderheit, daB 
die Geschwindigkeit gerade der Anzahl der Umsatzmole- 
kiile umgekehrt proportional ist. In diesem Falle kénnte die 
Hemmung also auch durch einen molekularchemischen Vorgang 
hervorgerufen werden. Dies ist die sogenannte Schiitzsche 
Regel, wie durch den von Arrhenius studierten Fall der 
Kssigverseifung nahegelegt ist. 

Fiir einige unserer Beobachtungen trifft aber die Tatsache 
zu, daB a>2 ist. Es sind dies im wesentlichen die Reak- 
tionen, die bei stark saurem p,,, bei héherer Temperatur wie 
bei Uberschu8 von H,O, vorgenommen wurden. Allen diesen 
Fallen ist gemeinsam, daB sie unter ganz besonderen iiuBeren 
Bedingungen stattfanden, so daBé bei ihnen gewissermaBen 
zwei verschiedenartige Komponenten den Effekt hervorgerufen 
haben. Mathematisch mu es sich in (4) dabei stets um ein 
einfaches oder zusammengesetztes Vielfaches von wu handeln. 
Die Geschwindigkeit ist also, anders ausgedriickt, einem Pro- 
dukt aus « (bzw. einer Potenz von x) mal einer Wurzel von u 
proportional. Man kann auch vielleicht auf diese Weise 
das Zusammengesetzte dieser Fille zum Ausdruck bringen, 
bei denen man an das Zusammenwirken eines Adsorptions- 
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vorganges mit einem molekular-chemischen ProzeB denkey 
kénnte. 

Es blieb noch iibrig, den Beweis zu erbringen, daB das 
Ferment tatsichlich von einem Bestandteil des Systems adsor- 
biert wiirde, und um welchen es sich dabei handelte. Da die 
Reaktionsgeschwindigkeit in einem bestimmten Verhiltnis zum 
Umsatz steht, lag es schon von vornherein nahe, in dem Oxy- 
dationsprodukt selbst die Ursache der Hemmung zu suchen. 
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Fig. 5. Bilogarithmische Kurven ohne (I) und mit Vorlage (II). 


Wir unternahmen zu diesem Zwecke zwei verschiedene Ver- 
suche. 

1. Wir verglichen den Ablauf zweier unter gleichen be- 
dingungen vorgenommener Versuche, wobei dem einen vorher 
eine bestimmte Menge Purpurogallin zugesetzt war. Es mubte 
dann eine Adsorption des Fermentes an das Purpurogallin 
eintreten, und der betreffende Versuch langsamer ablaufen. 
Dies zeigt Tab. IX und Fig. 5. 

2. Bei einem bereits lingere Zeit zum Stillstand ge- 
kommenen Versuch, bei dem Pyrogallol, H,O, und Ferment 
noch nicht verbraucht waren, entfernten wir das_ gebildete 
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Purpurogallin durch Ausithern (mit Ather puriss). Wir konnten 
dann beobachten, daB der Versuch nach Verdunsten der letzten 


Atherreste von selbst weiterging. 


Tabelle IX. 
Beispiel 1. 


1. Versuch ohne Purpurogallinvorlage (V). 








Le 











2. ‘ mit Purpurogallinvorlage von 14 mg. 
Ohne Vorlage Vorlage. V= 14 mg Purp. 
Po etd | Nach Abzug 
t | mg Purp. t | mg Purp. aaa a 8 
2" 1,1 | 19,0 | 5,0 
3° | 11,3 3 | 21,3 7,3 
6’ 18,7 5” 25 11 
v 21,3 V 28 | 14 
10’ 27,7 10’ 31,8 17,8 
15’ 84,7 15’ | 40,7 26,7 


Beispiel 2. 
1. Versuch ohne Vorlage (V). 
2. - mit 28 mg Purpurogallin vorbehandelt. 




















V=0 V = 28 mg Purp. 
1’ | 9,0 ¥ | 33,3 5,3 
2’ | 17,3 2’ | 39,0 11,0 
3/ | 26,0 3’ 45,0 17,0 
5’ | 41,0 5’ 56,0 28,0 
7 52,0 sy 60,7 32,7 
10’ 67,3 10’ 66,0 38,0 
15’ | 87,7 15’ 76,0 48,0 








Beispiel: In einem Versuch, der 0,4 ccm Fermentlésung, 500 mg 
Pyrogallol und 10 mg H,O, in 400 cem durch Natriumacetat-Essigsiure 
auf py = 4,6 gepufferte Flissigkeit enthielt, wurde nach 15 Min. 10,1 mg 
Purpurogallin gebildet. Durch Colorimetrieren wurde festgestellt, daB 
auch nach 30 Min. keine Neubildung von Purpurgallin eingetreten war. 
100 cem des Versuchsgemisches wurden darauf mit 100 cem Ather puriss. 
ausgeschiittelt. Nach Entfernen des Purpurogallins war die Flissigkeit 
leicht rétlich gefirbt. Nach 15 Min. hatte sich in den 100 cem etwa 
0,6 mg Purpurogallin neugebildet. 
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Daraus ergab sich einmal, daB das Purpurogallin die 
Fermentwirkung tatsichlich hemmt und daB diese andererseits 
nach Entfernen des Purpurogallins erneut eintritt. Damit 
ware auch experimentell die durch die mathematische Analyse 
schon belegte Auffassung der Peroxydasekinetik bewiesen, daf 
nimlich im Laufe der Reaktion dadurch eine Hemmung ein- 
tritt, daB das Ferment von dem sich bildenden Purpurogallin 
adsorbiert wird. Der Grad der Adsorption hingt offenbar im 
wesentlichen von der Beschaffenheit des Fermentpriparates 
ab; im Idealfall tritt keine Adsorption ein (linearer Verlauf). 
Diese GesetzmiiBigkeiten gelten fiir die ersten 10—15 Minuten 
der Pyrogalloloxydation, solange sich die Abnahme der Sub- 
stratausgangsmenge noch nicht bemerkbar macht. Damit ist 
auch die in unserer IIJ. Mitteilung und oben schon erwiihnute 
Beziehung zwischen Fermentmenge und Umsatz er- 
klart. Verdoppelt man nimlich die Fermentmenge, so ver- 
doppelt sich die Purpurogallinbildung und dadurch auc, 
die Menge des adsorbierten Fermentes. Die eintretende 
Hemmung ist also einmal der Menge an Purpurogallin und 
damit auch der urspriinglich vorhandenen Fermentmenge pro- 
portional. 

Kiner kurzen besonderen Betrachtung bedarf noch der 
Reaktionsablauf bei Anwesenheit gréBerer Mengen von H,V.,. 
Wie Fig. 4 zeigt, lassen sich zwar bei Variation der H,0,- 
Mengen die Zeitumsatzkurven stets als bilogarithmische Ge- 
raden darstellen, aber der Neigungswinkel iindert sich wesent- 
lich, bei unseren jetzigen Priparaten etwa bei Anwesenheit 
von mehr als 20mg H,O, + 0.5 g Pyrogallol in 400 ccm 
Wasser. Wihrend der Faktor a bis zu dieser Konzen- 
tration konstant bleibt und fiir die verschiedensten Priparate 
zwischen 1 und 2 liegt, steigt er bei gréBeren H,O,-Mengen 
bis tiber 2 an. Es tritt also mit steigender H,O,-Konzen- 
tration auch eine steigende Hemmung im Reaktionsablauf ein, 
die sich graphisch im Kleinerwerden des Neigungswinkels aus- 
driickt. Da H,O, auf die Peroxydasereaktion in gréBerer 
Konzentration im Sinne der Reaktionsverzégerung einwirkt, 
ist seit langem bekannt und in letzter Zeit von Willstatter 
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und Weber?) erneut studiert und als Hemmung erkannt 
worden. Die von Willstatter gezogenen Schliisse miissen 
hier etwas eingehender beriihrt werden, da sie sich in bezug 
auf den Reaktionsablauf nicht véllig mit unseren eigenen 
SchluBfolgerungen decken. Willstitter hat die Tatsache, 
daB Peroxydase durch Vorbehandlung mit H,O, teilweise ge- 
hemmt werden kann, und daf die Reaktion durch hohe H,0,- 
Konzentrationen schneller zum Stillstand gebracht wird, zur 
Erklirung des charakteristischen Reaktionsablaufes heran- 
gezogen. Die beobachteten Hemmungserscheinungen zeigten 
aber verschiedenen Charakter je nachdem, ob das Ferment 
mit Hydroperoxyd vorbehandelt wurde oder nicht. — ,,Nach 
der nur teilweisen Hemmung der Peroxydase durch Vor- 
behandlung mit Hydroperoxyd allein wird auf Zusatz des 
Sauerstofiacceptors fortschreitende Hemmung_hervorgerufen, 
welche die ohne Vorbehandlung, aber unter sonst gleichen Be- 
dingungen eintretende iibertrifft und bei einem geringeren 
Umsatz (als im Falle ohne Vorbehandlung) vollstindig wird.“ 

,,Um diese Hemmungserscheinungen zu erkliren, mub man 
zwischen der Wirkung des Hydroperoxyds auf das Enzym 
ohne Substrat und mit Substrat unterscheiden .. .“ 

, Wihrend nach Vorbehandlung mit Hydroperoxyd yon 
beliebiger Dauer nur ein Teil des Enzyms unwirksam ge- 
funden wird, geht wahrend der Sauerstoffiibertragung bei An- 
wendung von viel Hydroperoxyd mehr und mehr Peroxydase 
in den unwirksamen Zustand iiber.“ 

Wie sich auf Grund unserer obigen kinetischen Be- 
trachtungen ergibt, kommt der charakteristische Reaktions- 
ablauf unter allen Milieubedingungen dadurch zustande, da 
das Ferment im Verlauf der Reaktion von dem gebildeten 
Purpurogallin adsorbiert wird. Lediglich dadurch nimmt die 
Reaktionsgeschwindigkeit allmihlich ab. Nur bei hoherer 
H,O,-Konzentration tritt eine stirkere Hemmung ein, die wir, 
auch wegen der GréBe des Faktors a(> 2), auf einen zweiten, 
andersartigen Vorgang, nimlich die H,O,-Kinwirkung auf das 
Knzym, zuriickfiihren méchten. 


) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 449, S. 175 (1926). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXIX. 13 
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Willstatter hat die von ihm beobachteten Hemmungs- 
erscheinungen durch die Annahme erklirt, daB Peroxydase 
und H,O, auf zwei verschiedene Arten miteinander reagieren: 
einmal durch die Bildung eines aktiven, Sauerstoff abgebenden 
Additionsproduktes A, andererseits durch ein inaktives Produkt B, 
das durch das Substrat wieder in Enzym und H,O, dissoziier- 
bar ist. Da aber, wie Willstatter feststellte, .Hinwirkung 
von Hydroperoxyd allein nur einen Teil des Enzyms hemmt, 
Kinwirkung von Hydroperoxyd + Substrat das Enzym quan- 
titativ zu hemmen vermag“, war fiir die Hemmung im Ver- 
lauf der Peroxydasewirkung eine Hilfsannahme ndétig, nimlich 
das Auftreten eines dritten Additionsproduktes, das aus einer 
bei der Riickbildung des Produktes A auftretenden anderen 
Peroxydaseform entstehen mite. 

Diese Annahmen werden iiberfliissig, wenn man die iin 
Verlauf der Reaktion eintretende Hemmung auf eine Ferment- 
adsorption an das Purpurogallin zuriickfihrt, zu der der Kin- 
fiuB einer besonders hohen H,O,-Konzentration hinzukommen 
kann. Ein prinzipieller Unterschied zwischen der H,0O,-Hin- 
wirkung auf das Enzym mit oder ohne Substrat ist nicht an- 
zunehmen. Mit Hilfe unserer Untersuchungen laBt sich also 
der Mechanismus der Peroxydasereaktion auf Grund der He- 
funde von Willstatter und Weber folgendermaBen in reclit 
einfacher Weise darstellen. 

Die Peroxydase verbindet sich mit H,O, zu dem aktiven 
Produkt A und dem inaktiven Produkt B. Aus A wird durch 
Sauerstoffabgabe die Peroxydase wieder frei. Ist eine relatiy 
hohe Substratkonzentration vorhanden (Verhiltnis von Pyro- 
gallol zu H,O,), so wird das Produkt B in Peroxydase und 
H,O, gespalten, im optimalen Falle ganzlich, in anderen Fiillen 
zu einem gewissen Prozentsatz. Von der freigewordenen Per- 
oxydase wird ein Teil durch das gebildete Purpurogallin 
adsorbiert. Lediglich durch diesen Vorgang ist der. charak- 
teristische Reaktionsablauf wie die GesetzmiBigkeit der ein- 
tretenden Hemmung gegeben. Ist das Verhiltnis von Sub- 
strat und Peroxydkonzentration zugunsten der letzteren ver- 
schoben, oder ist gar kein Substrat wie bei der Vorbehandlung 
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vorhanden, so tritt keine bzw. nur eine geringe Dissoziation 
des Produktes B ein. Infolgedessen kommt es zu _ einer 
stindigen Verminderung an freiem EKnzym. Dies ist der Aus- 
druck der eigentlichen H,O,-Hemmung und erklirt den Reak- 
tionsablauf bei hoher H,O,-Konzentration (in der Regel mehr 
als 20 mg H,O, + 0,5 g Pyrogallol in 400 ccm Fliissigkeit). 
Bei der bilogarithmischen Darstellung zeigt sich dieser KinfluB 
in der oben beschriebenen Anderung des Neigungswinkels (vgl. 
Fig. 4) Willstatters Schema der Enzymeinwirkung liebe 
sich also in folgender Weise variieren: 


sili Akt. Produkt A 


-Abgabe 
+H,0, 
An Purpurogallin freie od 
adsorbierte — 
rdaca Joy r —* 
Peroxydase Peroxydase | 
| | + H,0, 
Vermehrung 
des Subtrates 
| > 


Inakt. Produkt B. 


Zusammenfassung. 


1. Die Zeitumsatzgleichung der Pyrogalloloxydation durch 
die Peroxydase verliuft nach der Exponentialgleichung 


2 
“=z ke t* 
u = Umsatz, t = Zeit, k = Konstante, !/, = Exponentialfaktor). 


2. 1/ bewegt sich entsprechend der GréBenordnung der 


Freundlichschen Adsorptions-Isotherme zwischen 0,3 und 
1,0. 4/, = 1 als idealer Grenzfall stellt den linearen Verlauf 
der Zeit-Umsatzgleichung, '/, = 0,5 den Fall der Schiitzschen 
Regel fiir die Pepsinverdauung dar. 

Der Exponentialfaktor ist abhingig von der Reaktion des 
Milieus und der Hydroperoxydkonzentration. Kr ist der Aus- 
druck der Hemmung des Reaktionsablautes. 

3. Es wird festgestellt, daB die Abnahme der Reaktions- 
geschwindigkeit durch Adsorption des Fermentes an das im 
Laufe der Reaktion entstehende Purpurogallin bedingt ist. 
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Vergleichende Untersuchungen iiber die Einwirkung vou 
Alkali, Siuren und Fermenten auf Hiweifstoffe, Peptone. 
Polypeptide, 2,5-Dioxopiperazinen und Verbindungen 
verwandter Strukturen. 


Von 
Emil Abderhalden und Herbert Mahn. 


Mit 21 Figuren im Text, 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Juni 1927.) 


Der eine von uns (A.)') hat kirzlich itiber Versuche be- 
richtet, die zum Ziel hatten, Kinblick in die Struktur des 
Seidenfibroins zu erhalten. Es wurde zunichst der Hinflus 
von n-Alkali auf aus diesem gewonnenem Pepton verfolgt, und 
vergleichsweise unter den gleichen Versuchsbedingungen das 
Verhalten von Glycyl-d-alaninanhydrid und Glycyl-l-tyrosin- 
anhydrid festgestellt. Ferner wurden die den genannten An- 
hydriden entsprechenden Dipeptide in gleicher Weise gepriift, 
und endlich auch die Wirkung bestimmter Fermentlisungen 
auf Seidenpepton unter nachfolgender Alkaliwirkung studiert. 
Der ganzen Untersuchung lag die Idee zugrunde, Bedingungen 
ausfindig zu machen, die gestatten, bestimmte Bindungsarten 
von Aminosiuren in bestimmten Proteinen eindeutig zu er- 
kennen. Wir haben diese Versuche fortgesetzt und zuniichst 
Elastin in gleicher bzw. ahnlicher Weise untersucht. Es er- 
gaben vor allem die mit Polypeptiden durchgefiihrten Versuche, 
daB bestimmte SchluBfolgerungen aus dem Verhalten von Pro- 
teinen baw. Peptonen gegeniiber verdiinntem Alkali und ver- 


1) Emil Abderhalden u. Erwin Schnitzler, Diese Zs. Bd. 164. 
S. 159 (1927). 
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diinnter Saéure nur auf Grund umfassender Studien an einem 
groBen Material von Modellen und Proteinen bzw. Peptonen 
moéglich sind. 

Die Zahl der Fragestellungen, die wir durch fortlaufende 
Untersuchungen der geschilderten Art zu beantworten unter- 
nommen haben, ist groB. Es gilt eimmal die Modellversuche 
weiter auszudehnen, d.h. Polypeptide, an deren Aufbau 
verschiedene Aminosiuren beteiligt sind, und die 
eine verschieden lange Kette darstellen, in ihrem 
Verhalten gegentiber verschiedenen Konzentrationen 
von Alkali und von Siure unter verschiedenen Be- 
dingungen (z.B. Temperatur) zu priifen. Ferner miissen 
nochmehr Erfahrungeniiberdas Verhaltenverschieden- 
artiger Anhydride gegenitiber Alkali und Siure ge- 
wonnen werden. Versuche, iiber die demnichst berichtet 
werden soll, haben das tiberraschende Resultat ergeben, daB Poly- 
peptide bestimmter Zusammensetzung zwar n-Salz- 
siure bei Zimmertemperatur widerstehen, jedoch von 
n-Alkali gespalten werden. Bis jetzt war nur bekannt, 
dab 2,5-Dioxopiperazine durch Alkali viel leichter aufgespalten 
werden, als durch Saiure. Der Umstand, daB Polypeptide bei 
der Kinwirkung von n-Alkali nicht nur in ihrem Drehungs- 
vermégen beeinfluBt werden, vielmehr eine Spaltung erleiden, 
ist in mehr als einer Hinsicht von gréBtem Interesse. Es ist 
naheliegend, sowohl bei der Aufspaltung von 2,5-Dioxopiper- 
azinen, als auch von Polypeptiden an eine intermediiire Eno- 
lisierung zu denken.'!) Wir kommen auf diese Vorstellung im 
AnschluB an die Mitteilung des Verhaltens von bestimmten 
Polypeptiden gegeniiber n-Alkali zuriick. 

Der Umstand, daB n-Alkali bestimmte Polypeptide an- 
greift, erfordert, da& die Ursache der Zunahme an Amino- 
stickstoff bei der Einwirkung von Alkali bzw. Saure auf Pro- 
teine, Peptone und auch Polypeptide, die aus mehr als drei 


) Vgl. P. A. Levene u. M. H. Pfaltz, Jl. of Biol. Chem. Bad. 43, 
S. 661 (1925); Bd. 68, S. 277 (1926); Bd. 70, S. 219 (1926); Bd. 72, S. 815 
(1927); H. v. Euler u. Erik Pettersson, Diese Zs. Bd. 158, S. 7 (1926); 
H. vy. Euler u. Karl Josephson, Ebenda Bd. 166, S. 294 (317) (1927). 
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(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Juni 1927.) i 


Der eine von uns (A.)*) hat kirzlich tiber Versuche be- 
richtet, die zum Ziel hatten, Einblick in die Struktur des 
Seidenfibroins zu erhalten. Es wurde zunichst der Kinflub 
von n-Alkali auf aus diesem gewonnenem Pepton verfolgt, und 
vergleichsweise unter den gleichen Versuchsbedingungen das 
Verhalten von Glycyl-d-alaninanhydrid und Glycyl-l-tyrosin- 
anhydrid festgestellt. Ferner wurden die den genannten An- 
hydriden entsprechenden Dipeptide in gleicher Weise gepriift, 
und endlich auch die Wirkung bestimmter Fermentlésungen 
auf Seidenpepton unter nachfolgender Alkaliwirkung studiert. 
Der ganzen Untersuchung lag die Idee zugrunde, Bedingungen 
ausfindig zu machen, die gestatten, bestimmte Bindungsarten 
von Aminosiuren in bestimmten Proteinen eindeutig zu er- 
kennen. Wir haben diese Versuche fortgesetzt und zunichst 
Elastin in gleicher bzw. Ahnlicher Weise untersucht. Es er- 
gaben vor allem die mit Polypeptiden durchgefiihrten Versuche, 
da8& bestimmte SchluBfolgerungen aus dem Verhalten von Pro- 
teinen bzw. Peptonen gegeniiber verdiinntem Alkali und ver- 





1) Emil Abderhalden u. Erwin Schnitzler, Diese Zs. Bd. 164, 
S. 159 (1927). 
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diinnter Saiure nur auf Grund umfassender Studien an einem 
groBen Material von Modellen und Proteinen bzw. Peptonen 
moglich sind. 

Die Zahl der Fragestellungen, die wir durch fortlaufende 
Untersuchungen der geschilderten Art zu beantworten unter- 
nommen haben, ist groB. Es gilt einmal die Modellversuche 
weiter auszudehnen, d.h. Polypeptide, an deren Aufbau 
verschiedene Aminosiuren beteiligt sind, und die 
eine verschieden lange Kette darstellen, in ihrem 
Verhalten gegenitiber verschiedenen Konzentrationen 
von Alkali und von Siure unter verschiedenen Be- 
dingungen (z.B. Temperatur) zu priifen. Ferner miissen 
nochmehr Erfahrungeniiberdas Verhaltenverschieden- 
artiger Anhydride gegeniiber Alkali und Si&ure ge- 
wonnen werden. Versuche, iiber die demnichst berichtet 
werden soll, haben das iiberraschende Resultat ergeben, daB Poly- 
peptide bestimmter Zusammensetzung zwar n-Salz- 
siure bei Zimmertemperatur widerstehen, jedoch von 
n-Alkali gespalten werden. Bis jetzt war nur bekannt, 
daB 2,5-Dioxopiperazine durch Alkali viel leichter aufgespalten 
werden, als durch Saiure. Der Umstand, da8& Polypeptide bei 
der Kinwirkung von n-Alkali nicht nur in ihrem Drehungs- 
vermégen beeinfluBt werden, vielmehr eine Spaltung erleiden, 
ist in mehr als einer Hinsicht von gréBtem Interesse. Es ist 
naheliegend, sowohl bei der Aufspaltung von 2,5-Dioxopiper- 
azinen, als auch von Polypeptiden an eine intermediiire EKno- 
lisierung zu denken.') Wir kommen auf diese Vorstellung im 
AnschluB an die Mitteilung des Verhaltens von bestimmten 
Polypeptiden gegeniiber n-Alkali zuriick. 

Der Umstand, daB n-Alkali bestimmte Polypeptide an- 
greift, erfordert, daB die Ursache der Zunahme an Amino- 
stickstoff bei der EKinwirkung von Alkali bzw. Siure auf Pro- 
teine, Peptone und auch Polypeptide, die aus mehr als drei 


1) Vgl. P. A. Levene u. M. H. Pfaltz, Jl. of Biol. Chem. Bd. 43, 
S. 661 (1925); Bd. 68, S. 277 (1926); Bd. 70, S. 219 (1926); Bd. 72, S. 815 
(1927); H. v. Euler u. Erik Pettersson, Diese Zs. Bd. 158, S. 7 (1926); 
H. vy. Euler u. Karl Josephson, Ebenda Bd. 166, S. 294 (317) (1927). 
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Aminosauren bestehen, genau festgestellt wird. Handelt es 
sich dabei um die Bildung freier Aminosiiuren oder um die 
Knistehung von Polypeptiden baw. anderen Verbindungen? Wir 
verdanken R. Willstatter eine Methode zur Unterscheidung 
von KiweiBbausteinen von siureamidartig verkniipften Amino- 
siuren.’) Es handelt sich um die alkalimetrische Titration 
des Gemisches yon Abbaustufen in verschieden prozentigem 
Alkohol. Willstitter hat gezeigt, daB sich Polypeptide schon 
in 40°/,igem Alkohol wie gewohnliche Carbonsiiuren verhalten, 
wiihrend das bei den freien Aminosiiuren erst bei sehr hohen 
Alkoholkonzentrationen der Fall ist (etwa 97°/, iger Alkohol). 
Eine Ausnahme machen Phenylalanin und Tyrosin, die schon 
in 70—80°/,igem Alkohol die Endwerte geben. Unter Be- 
riicksichtigung dieses Umstandes li8t sich somit entscheiden, 
ob unter bestimmten Bedingungen Aminosiiuren oder Poly- 
peptide entstanden sind. Die letzteren kénnen ihre Ent- 
stehung einer Aufspaltung von Ringsystemen — z. B. von 2,5- 
Dioxopiperazinen — verdanken, oder aber es handelt sich um 
die Zerlegung einer lingeren Polypeptidkette in Bruchstiicke, 
die mehr als eine Aminosiiure aufweisen. 

Die Ergebnisse der Studien iiber den Einflu& von ver- 
diinntem Alkali und verdiinnter Saiure, eventuell kombiniert mit 
Fermenteinwirkungen, werden wegleitend fiir die Beurteilung des 
Vorkommens bestimmter Strukturen in den Proteinen sein. Be- 
kanntlich haben Bergmann und seine Schiiler, ferner Karrer, 
Griinacher u. A. eine ganze Reihe von Anhydridformen syn- 
thetisch gewonnen und so ein iiberaus wertvolles Material zu 
Modellversuchen bereit gestellt. Es wird zu priifen sein, ob 
das Verhalten der einzelnen Verbindungen gegeniiber Fer- 
menten, Alkali und Siure ein solches ist, wie wir es bei Pro- 
teinen und Peptonen nachweisen kénnen. Man wird so die- 
jenigen Strukturméglichkeiten ausschalten kénnen, die den 
KiweiBstoffen fremd sind. 

Wir erhoffen von unseren Studien weiterhin eine Beant- 





1) R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Chem. Ber. Bd. 54, 
S. 2988 (1921); Richard Wilistitter, Handbuch der biol. Arbeits- 
methoden (herausgeg. v. E. Abderhalden) Abt. I. Teil 7, 8. 289 (1923). 
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wortung der Frage, ob die einzelnen EiweiBarten sich durch 
spezifische Strukturen auszeichnen. Es unterliegt keinem Zweifel, 
daB die Geriisteiweifstoffe, die sogenannten Proteinoide, in 
mancher Hinsicht einen anderen Aufbau aufweisen, als die 
eigentlichen Proteine. Schon die groBe Resistenz der ersteren 
gegeniiber Fermenteinwirkungen weist darauf hin. Es ist nun 
die Frage, ob es sich um Strukturen handelt, die der einen oder 
anderen Gruppe von Kiweibstoffen eigen sind, oder aber, ob nur 
quantitative Unterschiede im Vorkommen yon solchen vorliegen. 
Die Zahl der Beobachtungen, die fiir ein zum mindesten ver- 
stirktes Vorkommen von Anhydridstrukturen in den Proteinoiden 
spricht, ist so groB, daB wohl kaum mehr Zweifel méglich sind, 
daB solche einen integrierenden Bestandteil von Angehdérigen 
dieser HiweiBgruppe darstellen. Es ist nun wohl méglich, dab 
bestimmte Anhydridstrukturen insbesondere bei den Proteinoiden 
vorkommen und wieder andere bei den Proteinen. Bei den 
letzteren scheinen sie quantitativ stark zuriickzutreten. Aber 
auch die Proteinoide stellen keine einheitliche Gruppe in bezug 
auf ihre Struktur dar. Es ist sehr interessant, daB die Natur 
ganz offenbar auch in der Herstellung jener KiweiBstoffe eine 
sroBe Mannigfaltigkeit entwickelt hat, die im wesentlichen 
-mechanische Funktionen zu erfiillen haben. 

Wir haben Anhaltspunkte dafiir gefunden, dab 
auBer der Polypeptid- und der 2,5-Dioxopiperazin- 
struktur noch andere Bindungsarten im EHiweiB ent- 
halten sind. Dafiir spricht die Beobachtung, daf verdiinnte 
Siiure einen ganz erheblichen EinfiuB auf EiweiB bzw. aus ihm 
hervorgehende Abbaustufen ausiibt. Unter gleichen Bedin- 
gungen werden Polypeptide und 2,5-Dioxopiperazine nicht oder 
doch in bedeutend geringfiigigerem AusmaBe verindert. Dieser 
Beobachtung wollen wir weiter nachgehen. Endgiiltige Schlub- 
folgerungen werden iibrigens erst méglich sein, wenn ein groBes 
Material von Polypeptiden in seinem Verhalten gegeniiber Saiuren 
verschiedener Konzentration durchgepriift ist. 

Wir wollen mit voller Absicht zunichst keine eng be- 
grenzten Schliisse aus unseren Beobachtungen am Elastin und 
den verwendeten Modellen ziehen, vielmehr im wesentlichen 
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unsere Befunde mitteilen. Wir wollen die Ergebnisse der 
Untersuchung weiterer EiweiBstoffe und vor allen Dingen auch 
weiterer Polypeptide abwarten und dann versuchen, bestimmte 
Strukturarten als im Eiwei8 vorkommend festzulegen. Hervor- 
heben wollen wir einstweilen, da& der Zunahme an Amino- 
stickstoff bei der EKinwirkung von n-Alkali auf Elastin unter 
den von uns gewihlten Bedingungen keine Bildung von Amino- 
siiuren entspricht, vielmehr handelt es sich um die Entstehung 
von Polypeptiden. Da nun mit der Vermehrung der Amino- 
bzw. Carboxylgruppen auch jene Farbreaktionen mehr und mehr 
zuriickgehen, die unter Vorbehalt (Ausschlu8 bestimmter Ver- 
bindungen) als fiir 2,5-Dioxopiperazinen und eventuell tauto- 
meren Formen von solchen charakteristisch angesehen werden 
kénnen, so darf — sehr vorsichtig ausgedriickt — vermutet 
werden, daB — wenigstens ein Teil — der neu hinzukommenden 
Amino- bzw. Carboxylgruppen einer Aufsprengung von An- 
hydridringen entspricht.?) 

Leider bieten die Proteinoide und auch viele Proteine 
einem eindeutigen Studium ihrer Struktur groBe Schwierig- 
keiten, und zwar insofern, als es notwendig ist, von Liésungen 
auszugehen. Die Uberfiihrung in diese kann zu Veriinderungen 
fiihren. Infolgedessen kénnen bestimmte Strukturen der Beob- 
achtung entgehen. Wird die Lésung unter méglichst milden 
Bedingungen vollzogen, dann ist kaum anzunehmen, daf neue 
Strukturen auftreten. Das zu der vorliegenden Untersuchung 
verwendete Elastin muBten wir in Salzsiure auflésen. Es 
unterliegt nach unseren Erfahrungen keinem Zweifel, daB dabei 
schon zahlreiche Amino- bzw. Carboxylgruppen freigelegt werden, 
dagegen ist es im héchsten Grade unwahrscheinlich, da8 um- 
gekehrt Ringstrukturen sekundir gebildet werden. Erwahnt 
sei noch, daB wir als weitere Methode zur Aufklirung der 
Struktur des Elastins priifen wollen, inwiefern die Alkali- 
bzw. Siureeinwirkung seine Angreifbarkeit durch Fermente 
verandert. 





‘) Vgl. hierzu auch Emil Abderhalden v. Hans Quast, Diese 
Zs. Bd. 151, 8. 145 (1926). 
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Experimenteller Teil. 


I. Herstellung einer Losung von Elastin. 


Die auBerordentlich groBe Widerstandsfihigkeit des Elastins 
gegeniiber den verschiedensten Lésungs- und Dispergierungs- 
mitteln zwang dazu, es mit Normalsalzsiiure bei T0—75° zu 
lésen; denn das Proteinoid wird selbst von mehr als 50 °/, igen 
Lithiumbromid-, Calciumrhodanid- oder Natriumsulfidlésungen 
auch nach tagelangem Stehen bei Zimmertemperatur oder nach 
mehrstiindigem, lebhaften Kochen nicht dispergiert. Selbst von 
Alkali wird das Elastin nur langsam gelést, so daB es, mit 
Normalnatronlauge behandelt, erst nach etwa dreistiindigem 
Kochen in Lésung geht. 

Trockenes, entfettetes, gepulvertes Elastin wird mit der 
10 fachen Menge Normalsalzsiiure 5—6 Stunden im Wasserbade 
bei T70—75° digeriert. Es geht dann bis auf einen ganz ge- 
ringfiigigen Riickstand mit schwach briiunlicher Farbe in 
Lésung. Der Gesamtstickstofigehalt der etwa 10°/, igen Lisung 
betrigt nach 5stiindigem Erhitzen 1,22°/,, und nach 7 stiindigem 
Erhitzen 1,24°/. 

1eem Lésung; 8,74 cem n/10-H,SO, verbraucht. Gef. 1,22°/, N. 

1 cem ‘ 8,88 eem n/10-_,, ii Gef. 1,24°/, N. 


II. Aufspaltung von gelostem Elastin durch Normalsiure 
und -alkali. 


Der Abbau einer Elastinlésung durch Normalsiiure oder 
Normalalkali wurde einmal durch Feststellung der Zunahme 
an freien Aminogruppen durch Formoltitration nach Sérensen 
verfolgt. Ferner wurden die durch die Aufspaltung erfolgten 
Anderungen des optischen Verhaltens der Peptonlisung selbst 
und ihrer Kupfersalze bestimmt. Als Lichtquelle fiir die op- 
tischen Bestimmungen wurde eine Quecksilber—Quarzlampe 
verwendet. Fiir die schwach gelb gefirbten Peptonlésungen 
wurde ein graugriines Umbraglas als Lichtfilter vorgeschaltet, 
wihrend fiir die Kupfersalze als Filter eine Lésung von Filter- 
blau IL verwendet wurde, um méglichst vollkommen mono- 
chromatisches Licht zu erhalten. Wihrend des Abbaues wurde 
ab und zu durch Anstellung der Pikrinsiure- und m-Dinitro- 
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benzoesiiurereaktion gepriitt, ob noch Anhydride vorhanden waren. 
Die Anhydridreaktionen wurden nicht als Beweise, sondern gleich- 
sam nur als Wegweiser fiir den Abbau des Elastins verwendet. 


a) Kinwirkung von Normalsalzsiure auf geléstes Elastin. 

Das Schema, das im groBen und ganzen fiir die verschie- 
denen Abbauversuche eingehalten wurde, war folgendes: 15 g 
Elastin wurden in 150 com Normalsalzsiiure durch 5 stiindiges 
Erwiirmen im Wasserbade von 70—75° gelést. Die etwa 
10°/, ige Lésung von Elastin in Normalsalzsiure wurde nun 
weiter im Wasserbade auf 70—75° erwiarmt, wobei darauf ge- 
achtet wurde, daf sich die Konzentration der Loésung nicht 
etwa durch Verdunsten von Wasser verindern konnte. Anfangs 
in kiirzeren, dann in lingeren Zeitabschnitten wurden jedesmal 
5 ccm Lésung abpipettiert, die mit 2n-Natronlauge gegen 
Lackmus neutralisiert und dann mit Wasser auf 20 ccm ver- 
diinnt wurden, so daB eine ungefaéhr 2,5°/,ige Liésung an 
Pepton vorlag. Die Liésung wurde zur Beseitigung von geringen 
Spuren ungelésten Riickstandes filtriert. Vom Filtrat wurden 
dann in drei Kélbchen (1—8) je 5 ccm abpipettiert. 

1. Diese 5 com umfassenden Liésungen wurden mit 15 cem 
Wasser verdiinnt, und der Gehalt an Aminostickstoff durch 
Formoltitration nach Sérensen bestimmt. Die Konzentration 
der Lisung an Pepton war etwa 0,6°/jig. 

2.’ Die Verdiinnung wurde wie bei der ersten Portion ein- 
gehalten, also zu 5 ccm Lésung wurden 15 ccm Wasser zu- 
gegeben, so daf die Konzentration ebenfalls ungefihr 0,6°/, 
betrug. Von dieser Portion wurde im Dezimeterrohr die 
Drehung im Quecksilberlicht bestimmt. Als Lichtfilter diente, 
wie oben angegeben ist, ein graugriines Glas. 

3. In der dritten Portion wurden die 5 ccm Lésung zu- 
nichst mit 25 ccm Wasser verdiinnt. Dann wurde aufge- 
schlimmtes, gegen Lackmus vollig neutrales Kupferoxyd zu- 
gefiigt und 1 Stunde im siedenden Wasserbade_ erwiirmt, 
um Kupfersaize herzustellen. Sobald das Gemenge erkaltet 
rar, wurde die Lésung vom unverbrauchten Kupferoxyd ab- 
filtriert. Das Filtrat wurde mit Wasser auf 50 ccm aufgefiillt, 
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dann war also die Lésung ungefahr 0,25°/, ig an Kupfersalzen. 
Die Drehung der Kupfersalze wurde miglichst bald nach ihrer 
Herstellung im Dezimeterrohr im Quecksilberlicht bestimmt; 
denn die Drehung der Kupfersalze veriindert sich beim liingeren 
Stehen. Als Lichtflter diente eine Lésung von Filtrierblau IL. 

Hs ist sehr wesentlich, daB innerhalb einer Abbaureihe fiir die 
einzelnen Versuche die Aufarbeitung miglichst die gleiche bleibt. 

Da nun die Werte auch in lingeren Intervallen die gleichen 
blicben oder sich nur noch wenig inderten, so wurde die 
Lésung im siedenden Wasserbade erwirmt, bis auch hier 
wenig verinderte oder die gleichen Werte erhalten wurden. 
Da es nun nicht moéglich war, durch Normalsalzsiure auch bei 
langerem Erhitzen auf 100° die Anhydridreaktionen zum Ver- 
schwinden zu bringen und andererseits die Anderungen der 
erhaltenen Werte nur noch unbedeutend waren, wurde zur 
weiteren Aufspaltung Alkali zugesetzt. 

Es wurden zu diesem Zwecke 50 ccm Abbaulésung heraus- 
pipettiert, mit 25ccm 2n-Natronlauge neutralisiert und von der 
geringen Menge ungelésten Riickstandes abfiltriert. Das Filtrat 
wurde mit 75 ccm 2n-Natronlauge versetzt, so dab die Lisung, 
bezogen auf Alkali, 1-normal war. Die alkalische Lésung blieb 
zuniichst bei Zimmertemperatur stehen. Sie wurde nur zuletzt 
noch }/, Stunde auf 40° erwirmt. Die Aufarbeitung wurde 
nun dahin abgeiindert, damit einmal die Konzentration miég- 
lichst die gleiche bleiben und dann die Aufarbeitung sich nicht 
zu sehr komplizieren sollte, daB fiir die Proben (i1—3) je 
5 cem alkalischer Lisung abpipettiert und mit 5 cem Normal- 
salzsiure neutralisiert wurden. 

Proben 1 und 2 wurden mit 10 ccm Wasser verdiinnt, so 
da8 eine Konzentration von etwa 0,8 °/, Pepton erhalten wurde. 

Fiir die Probe 3 wurden die oben angegebenen Bedin- 
gungen beibehalten, was einer Kupiersalzkonzentration von un- 
gefahr 0,3°/, entsprach. 

In der nachfolgenden Tab. I sind die Zeitabschnitte und 
die ihnen entsprechenden Werte zusammengestellt. tir die 
optischen Werte wurde der abgelesene Drehwinkel angegeben. 
Der jedesmal neu bestimmte Nullpunkt ist eingeklammert hinter 
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die Drehwinkelangabe gesetzt worden. In der Kolumne, in der 
der Aminostickstoft in Prozenten angegeben ist, ist der durch 
Titration nach Sérensen ermittelte Wert in Beziehung zum 


vorhandenen Gesamt-N gebracht. 


graphischen Darstellungen dieser Abbaureihe. 


Die Kurven 1—3 sind die 


Kurven 1 und 2 ygl. Fig. 1. Kurve 3 ist in Fig. 2 mit eingezeichnet. 








Tabelle I. 
Zeit Pepton- Kupfersalz- Amino- B 
Nr. eitangade | drehwinkel drehwinkel | stickstoff — 
nach a i — ty kungen 
in in In "/5 
1 0 Min. —0,52 (+0,26)} —0,17 (+0,26) 16,8 Anfangsw. 
der Lésung 
21 15 Stdn. | —0,51 (+0,26)| —0,16 (+0,26)} 16,8 Stehen bei 
Zimmertemp. 
. waa —0,56 (+0,26)| —0,12 (+0,27)| 18,0 “ 
4| 17 ., | 0,46 (+0,26)| —0,07 (+0,27)| 19,5 .. 
5 | 18 —0,45 (+0,27)} —0,09 (+0,26)1 20,9 |] : 
61 22 , —0,43 (40,27) | —0,07 (+0,26)] 22,8) 
71 3 , —0,39 (+ 0,26)} —0,04 (+0,26)} 27,8 |$ bei 100° 
8} 24 —0,35 (+0,26)| —0,01 (+0,26)! 33,5 |] 
9 | 39 —0,36 (+0,26)} £0,00 (+0,26)} 34,1 Stehen bei 
Zimmertemp. 
10} 41 —0,34 (+0,26)} +0,03 (+0,26)}| 35,2 
11} 42 ,, —0,31 (+0,26)] +-0,05 (+0,26)}| 41,0 
40 Min. | Erwirmt 
; ; dirm 
12 | 46 Stdn. | —0,20 (+0,26)} +0,12 (+0,26)| 463 If ane 100° 
25 Min. | 
13 | 47 Stdn. | —0,19 (+0,26)} +0,12 (+0,27)]| 47,1 | 
50 Min. 
14 | 64Stdn. | —0,18 (+0,26)} +0,13 (+0,26)} 48,3 Stehen bei 
55 Min. Zimmertemp. 
15 | 65 Stdn. | —0,30 (+0,27)] --0,17 (+0,26)} 49,7 
10 Min. Natron- 
16 | 65 Stdn. | —0,28 (+0,26)] +0,10 (+0,26)} 49,8 lauge zu- 
55 Min. gesetzt. — 
i7 | 67 Stdn. | —0,22 (+0,26)| +0,28 (-+0,26)} 59,3 Stehen bei 
10 Min. onan 
is | 70 Stdn. | —0,21 (+0,26)] +0,11 (+0,27)| 52,1 i teenies 
30 Min. 
19 | 72Stdn. | —0,19 (+0,27)] +0,13 (+0,27)] 52,7 | 80 Min. auf 
10 Min. 40° erwiirmt 
20 _ — — — — ~~ —- 
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b) Einwirkung von Normalnatronlauge auf geléstes 
Elastin. 


In einer weiteren Versuchsreihe wurden 25 g Elastin mit 
250 ccm Normalsalzsiure bis zu ihrer Lésung 6 Stunden bei 
70—75° auf dem Wasserbade erwiirmt. Dann wurde die etwa 
10°/,ige Lésung mit 125 ccm 2n-Natronlauge neutralisiert 
und filtriert. Es wurden nun 200 ccm der Lisung abpipettiert 
und mit 200 ccm 2n-Natronlauge versetzt, so dab eine 1-n. 
alkalische Lésung vorlag. Das Normalalkali wirkte zuniichst 
bei Zimmertemperatur auf das Elastin ein, erst, nachdem die 
Schwankungen der Werte gering waren, wurde die Lésung im 
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Fig. 1 (Kurve 1 Peptondrehung, Kurve 2 Kupfersaizdrehung), 


Wasserbade auf 100° erwirmt. Es wurde auch hierbei Vor- 
sorge getroffen, damit sich die Konzentration der Lésung 
nicht verinderte. 

Bei der Priifung mit Pikrinséiure auf Anhydride zeigte sich, 
dab die Reaktion bereits nach 2"/, stiindigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur negativ ausfiel, wihrend die m-Dinitrobenzoesiiure- 
reaktion erst nach 51/, stiindigem Erhitzen auf 100° negativ 
wurde. 


Die Veriinderungen der Liésung wurden in der gleichen 
Weise, wie bei den entsprechenden Versuchen mit Siure, durch 
Formoltitration, durch Messung der Drehung der Peptonlésung 
selbst und ihrer Kupfersalze im Quecksilber—Quarzlampenlichte 
verfolgt. Die Aufarbeitung geschah nach dem gleichen Schema, 
wie es fiir die Siureeinwirkung angegeben ist, nachdem Alkali 
zugesetzt worden war. 
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Der Rest der urspriinglichen, neutralisierten Loésung 
wurde als Kontrollésung verwendet und genau so, wie die 
unter Alkaliwirkung stehende Lésung, behandelt, nur dag 


kein Alkali zugesetzt wurde, also eine neutrale Loésung 
von Elastin in Kochsalzlésung vorlag. Die Aufarbeitung 


dieser Lésung mufSte so geindert werden, daB statt 5 ccm 
dreimal nur je 2,5 ccm der Lésung entnommen, und diese 
mit 17,5 com Wasser fiir Proben 1 und 2, mit 27,5 com Wasser 
fiir Probe 3 verdiinnt wurden. Die Kupfersalzlésung wurde 
zuletzt ebenfalls auf 50 ccm aufgefiillt, so daB die gleichen 
Konzentrationen von 0,8°/, Pepton und 0,3°/, Kupfersalz ein- 
gehalten waren. 

In der folgenden Tab. II sind die gefundenen Werte des 
Hauptversuches zusammengestellt. Kurven 4—6 geben die 
graphischen Darstellungen, wihrend Tab. III und die Kurven 
«—9 die Werte des Kontrollversuches darstellen. 


Tabelle II. 























oe Pepton- Kupfersalz- | Amino- 
Nr. Zeitangabe drehwinkel drehwinkel } stickstoff Bemer- 
nach i s gd a as kungen 
in in m= *), 
i OMin. | —0,67 (+0,35)] --0,24 (+0,40)] 18,4 | Anfangsw. 
2} 30 ,, —0,71 (+0,35)] -0,36 (+0,40)] 20,4 
3! 90 ,, —0,73 (+0,36)| —0,28 (+0,40)| 21,4 
4}150 , ~—0,63 (+0,36)} —0,26 (+0,40)} 22,1 
5 | 51/, Stdn. | —0,65 (+0,36)| —0,25 (+0,40)| 23,8 Stehen 
6} 7, —0,66 (+0,36)] —0,26 (+0,40)} 23,5 bei 
7 | 23%, —0,59 (+0,36)| —0,19 (+0,40)] 26,6 Zimmer- 
8 | 261), —0,59 (+0,36) | —0,1T (+0,40) 26,8 temperatur 
9 | 291), —0,48 (+0,36)| —0,11 (+0,40)} 28,7 
10 | 81%/, —0,48 (+0,36)} —0,14 (+0,40)| 28,5 
11 | 47'/, —0,50 (+0,35)} —0,16 (+0,40) 29,6 
12 | 48 ~0,28 (-+0,36)| —0,10 (+0,40)] 39,5 
13 | 49 —0,18 (+0,36)| —0,01 (+0,40)] 53,4 Erwiirmt 
14 | 523), ,, | —0,10 (+0,36)| —0,02 (+0,40)] 67,6 auf 100° 
15 | 54%), —0,10 (+0,36)| —0,13 (+0,40)] 74,8 


Kurven 3, 4—9. 
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ar Pepton- Kupfersalz- {| Amino- 
Nr. cians suai drehwinke! drehwinkel | stickstoff Bemer- 
nach ae sn 0 ay kungen 
v0 
1 O Min. —0,67 (+0,35) | -- 0,24 (+0,40) 18,4 Anfangsw. 
der Lésung 
2] 30 .. — 0,67 (+0,35) | —0,24 (+0,40)] 18,1 
3] 90 ,, 0,67 (+0,35) | —0,25 (+0,89)] 18,5 
4] 150 ,, — 0,68 (4-0,35) | —0,24 (+0,40) 18,2 
5 4 5'/,Stdn. | —0,68 (+0,36) } — 0,26 (+0,40) 18,5 Stehen 
6 ‘ye ~0,69 (+0,36) | —0,26 (+0,40) 18,8 bei 
17S —0,69 (+0,36) “= _ 18,4 Zimmer- 
8 | 26'/, _,, —0,69 (+0,35) 0,26 (+0,40) 18,4 temperatur 
94291, . | —0,69 (+0,86)} —0,25 (+0,40)} 18,1 
10 | 311/, ., | —0,69 (+0,36)] — 0,26 (+0,40)} 18,4 
11 | 474), ., | —0,69 (+0,35)} —0,26 (+0,40)] 18,4 
i2 | 48 is —0,70 (+0,36) | —0,26 (+ 0,40) 18,5 
13 | 49 ‘ —0,70 (+0,36) | —0,26 (+0,40) 18,4 Erwirmt 
14 | 58%), ,, —0,70 (+0,36) | —0,26 (+0,40) 18,5 auf 100 ° 
15 | 54'/, —0,70 (+0,36)] —0,26 (-+-0,40) 18,5 
ties re a fe -| 
boegetnt Sopatess nee ‘ SEES ee 





Fig. 2 (Kurve 3 Aminostickstoff [Tab. 1], Kurve 6 Aminostickstoff [Tab. 11], 


Kurve 9 Aminostickstoff 


(Tab. I11}), 
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Fig. 3 (Kurve 4 Peptondrehung [Tab. 11}, Kurve 5 Kupfersalzdrehung [Tab. II], 
Kurve 7 Peptondrehung [Tab. III], Kurve 8 Kupfersalzdrehung [Tab. III)). 
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III. Einwirkung von Normalaikali auf eine durch Pepsin und 
n/10-Salzsaure hergestellte Elastinlésung. 


AuBer durch Normalsiure liBt sich Elastin auch durch 
Pepsinsalzsiiure lésen. 15 g gepulvertes, trocknes Elastin werden 
mit 150 ccm n/10-Salzsiure und 15g eines Pepsinpriparates 
nach Merck- Darmstadt (D.A.B.5 1:100) nach 22 tiigigem Stehen 
bei 38° geldst. Durch Uberschichten mit Toluol wurde Bak- 
terienwirkung vorgebeugt. 

100 ccm dieser Elastinlésung wurden mit 4,5 ccm 2 n-Natron- 
lauge neutralisiert, mit 45,5 com Wasser verdiinnt und dann 
von einem sehr unbedeutenden Riickstande abfiltriert. Daraut 
wurden 7,5ccm Lisung fiir 3 Proben — fiir die zwei optischen 
Bestimmungen und fiir die Formoltitration — abpipettiert. 
um zuniichst die Werte der unveriinderten, neutralen Lésung 
festzulegen. Diese Proben wurden mit so viel Wasser ver- 
diinnt, wie es fiir den Kontrollversuch des Alkaliabbaues an- 
gegeben wurde, damit mdglichst die gleichen Konzentrations- 
verhiltnisse fiir alle Versuchsreihen bestanden. 

Zur iibrigen Lésung wurde das gleiche Volumen 2n-Natron- 
lauge zugegeben. Es lag also eine l-normale Liésung an Alkali 
vor. Als Versuchstemperatur wurde Zimmertemperatur ge- 
wihlt. Die Aufarbeitung der Versuche wurde genau so ein- 
gehalten, wie es fiir den Hauptversuch des Alkaliabbaues und 
fiir die Proben des Siureabbaues angegeben wurde, nachdem 
Alkali zugesetzt war. 

Tab. IV und Kurven 10—12 geben die gefundenen Werte 
an. In dieser Versuchsreihe ist in der Kolumne der Formol- 
titration der durch Titration festgestellte Aminostickstoff in 
Gramm angegeben. 


Abbau von Elastin durch Normalnatronlauge. 


Bei dem Abbau des Elastins durch Normallauge wurde 
nun noch in einer weiteren Versuchsreihe durch stufenweise 
Titration nach der Willstatterschen’) Methode das Verhiltnis 
von Polypeptiden zu Aminosauren bestimmt. Zur Konitrolle 


1) Handbueh d. biol. Arbeitsmethoden Abt. I. Teil 7, S. 189 (1923). 
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Tabelle IV. 











~ Pepton- 


‘| Kupfersalz- 


Bemer- 





























_ | Zeitangabe Amino- 
Nr. eed drehwinkel drehwinkel stickstoff kungen 

in in nm g 
1] 0 Min —0,89 (+0,37)] —0,52 (+0,51)| 0,0023 
2/15 ,, —1,00 (+0,37)] —0,50 (+0,51)} 0,0027 
sie , —0,99 (+0,37)] —0,57 (+0,51)| 0,0028 
4| 11/,Stdn. | —0,94 (+0,37)| —0,42 (+0,51)| 0,0029 
5 | 21/, —0,92 (+0,37)| —0,43 (+0,51)} 0,0030 Stehen 
6 | 3, ,, | —0,92 (+0,37)| -0,42 (+0,50)| 0,0030 || __ bei 
71 63/, ., | —0,89 (+0,37)| —0,42 (+0,50)| 0,0031 Zimmer- 
tf ae. —0,87 (+0,37)} —0,40 (+0,50)} 0,0032 temp. 
9 | 231, ,. | —0,77 (+0,37)| —0,30 (+0,49)} 0,0040 
10 | 27), ., | —0,74 (4+0,37)| —0,29 (+0,48)] 0,0041 
11 | 31%/. ., | —0,73 (+0,87) | —0,80 (+0,48)] 0,0043 
12 | 471), ,, | —0,65 (+0,37) | —0,36 (+0,50)| 0,0048 

es = te 
ear ee 


Fig. 4 (Kurve 10 Peptondrehung, Kurve 11 Kupfersalzdrehung, Kurve 12 Aminostickstoff). 


wurde gleichzeitig der Aminostickstoff nach Sérensen titriert, 
der — wie fast immer beobachtet werden kann — gegeniiber 
dem durch die Willstattersche Titration ermittelten Amino- 
stickstoff etwas héher gefunden wurde. 

10g trocknes, gepulvertes Elastin wurden mit 100 ccm 
Normalsalzsiure im Wasserbade bei 70—75° 6 Stunden bis 
zur Lésung digeriert. Dann wurde die Lésung mit 50ccm 
2n-Natronlauge neutralisiert und von geringen Spuren Riick- 
standes filtriert. Es wurde zunichst der Gesamtstickstoff dieser 
Lésung titriert. 


1,5 eem Lésung, 9,60 cem n/10-H,SO, verbraucht; gef. 0,90°/, N. 
1,5 eem Lésung, 9,40 ccm n/10-H,SO, verbraucht; gef. 0,88 °/, N. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXIX,. 14 
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Von der neutralisierten Liésung, die an Elastin ungefahr 
6,6 °/, ig war, wurden 150 ccm abpipettiert und mit dem gleichen 
Volumen 2 n-Natronlauge versetzt, damit die Lésung an Alkali 
1-normal war. In den angegebenen Zeitabschnitten wurden zwei- 
mal je 5ccm Lésung entnommen und mit 5 ccm Normalsalzsiiure 
neutralisiert, so daB die Lésung der Proben an Elastin etwa 
1,6°/,ig war. Es wurde nun in der einen Probe (1) nach 
Sérensen und in der anderen Probe (2) nach Willstatter in 
50°/,igem und in 95°/,igem Alkohol der Aminostickstoff bestimmt. 

Am Schlusse der Versuchsreihe wurde der Abbaulésung 
eine Aminosiure zugesetzt, um feststellen zu kénnen, ob das 
durch die Titrationen ermittelte Verhiltnis von Polypeptiden 
zu Aminosduren auch ihrem wirklichen Verhiltnis innerhalb 
der Fehlergrenzen der Methode entspricht. 

Es wurden zu 100ccm Abbaulésung 0,1413 g r. Leucin 
zugegeben, dann wurde in 2 Proben mit je 5 ccm Lésung 
erstens der Gesamtaminostickstoff nach Sérensen, und zweitens 
nach Willstitter der Polypeptid- und Aminosiurestickstoff 
bestimmt. Es zeigte sich, daB in Anbetracht der geringen 
Menge, die angewendet wurde, die gefundenen mit den berech- 
neten Werten geniigend gut iibereinstimmten. 

In der folgenden T'abelle und den folgenden Kurven 
(29—31) ist der Prozentsatz des Gesamtstickstoffs angegeben 
worden, der durch die Titrationen als Aminostickstoff ermittelt 
wurde. Fiir die letzten gefundenen Werte (Nr.13) wurden in 
der Tabelle die berechneten Werte in Klammern beigefiigt: 
im Kurvenbilde wurde der berechnete Verlauf der Kurven fiir 
diese Werte punktiert eingezeichnet. 
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Fig. 5 (Kurve 29 Aminostickstoff nach SGrensen, Kurve 30 Polypeptidstickstoff und 
Kurve 31 Aminosidurestickstoff nach Willstatter), 
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Zeitangabe 

Nr. 
nach 

1 pee 
2 15 Min. 
3 1'/, Stdn. 
4 24/4 yy 
5 ae 
6 a}, » 
TL] Ue 5 
8 914 ” 
9 | 23%, ,, 
10 | 30%/, ,, 
114 47), 
12 | 543/, 
13 35 ; 
14 77 
15 77 


33 


Gesamt- 
aminostick- 
stoff nach 
Sorensen 
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Gesamt- 
aminostick- 
stoff nach 
Willstitter 


20) 9/ 
20 °/, 


21 


Polypeptid- 
stickstoff 


16 /, 


wo mr rn et 
Co ® +1 





os 
© 


Zusatz von d,l-Leucin. 
42°), (40°/,) | 41°/, (40°/,) | 30°/, (29°/,) 


a 


41° 4 = 


46°/,-(46°/,) | 42°/, (43°/,) | 32°/, (32°/,) 


Aminosiiure- 
stickstott 





11°/, (11°/9) 


0 fe 
S"/0 


10°/, (11°) 


Nr. 14 gibt die Werte der urspriinglichen Lésung nach 77 Stdn. 
ohne Zusatz von d,l-Leucin an, wihrend Nr. 15 die entsprechenden 
Werte der mit d,l-Leucin versetzten Lisung wiedergibt. Die berechneten 
Werte stehen eingeklammert hinter den gefundenen. 


Kurven 29—81. 


IV. Modellversuche zur Aufspaltung von d,l-Leucyl-glycin, 
d,l-Leucyl-glycinanhydrid und von Glycyl-l-leucin, Glycyl-i- 


leucinanhydrid. 


a) Versuche mit d,l-Leucyl-glycin. 


Die Aufspaltung des racemischen Leucyl-glycins wurde 
in der Weise untersucht, daB es in verschiedenen Proben mit 
Normalalkali und Normalsiiure bei verschiedenen Temperaturen 
und auBerdem mit Natronlauge von verschiedener Normalitiit 
bei Zimmertemperatur behandelt wurde. Der Verlauf der Auf- 
spaltung wurde durch Verfolgung der Zunahme an Amino- 
stickstoff mittels der Formoltitration nach Sérensen ermittelt. 
Im allgemeinen wurden 0,3—0,5g¢ d,l-Leucyl-glycin ein- 
gewogen, mit Alkali oder Siure auf 20 ccm aufgefillt und auf 
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~_ 


die gewiinschte Versuchstemperatur gebracht. Dann wurden 
in den angegebenen Zeitintervallen je 2 ccm Lésung abpipettiert, 
soweit, wie es fiir die Formoltitration nétig ist, gegen Lackmus 
neutralisiert und dann mit Wasser auf 10 ccm aufgefiillt. Sollte 
die Versuchsreihe iiber mehr als 9 Proben fortgesetzt werden, 
so wurde etwa die doppelte Menge d,l-Leucyl-glycin abgewogen 
und nun auf 40 ccm statt auf 20ccm mit Alkali oder Saure 


autgefiillt. 


1. Kinwirkung von Normalalkali bei Zimmer- 

temperatur. 

0,3635 g d,l-Leucyl-glycin wurden mit n/1-Natronlauge auf 
20ccm aufgefiillt. Die Einwirkung des Alkalis erfolgte bei 
Zimmertemperatur. 

In Tab. V und dem Kurvenbild 13 ist, wie in allen folgen- 
den Tabellen und Kurven, der Prozentgehalt an Stickstoff an- 
gegeben, der durch die Formoltitration festgelegt wurde, also 
der dem freien Aminostickstoff entsprechende Wert. 


Tabelle V. 
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Nr. 1 
Zeitangabe | 0 85 | 28tdn.] 3 17 24 42 | 481/,] 66 
nach Min. | Min.| 5 Min. | Stdn.| Stdn./} Stdn.| Stdn.}] Stdn.| Stdn. 


a 7,9 | 7,9 7,9 1 if if tT 1 tsi iw 





























v 











Fig. 6 (Kurve 13 d,l-Leucyl-glycin mit n/!-NaOH/Zimmertemperatur). 


2. Kinwirkung von Normalalkali bei 50—55°. 

0,7229¢ d,l-Leucyl-glycin wurden mit n/1-Natronlauge auf 
40 ccm aufgefillt. Die Lésung wurde im Wasserbade auf 50 
bis 55° erwirmt. 
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Tabelle VI. fr 

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 
Zeitangab 0 31), 5°/, | 20'/, | 24°/, 44 48 | 51'/, 

nach Min. | Stdn. | Stdn. | Stdn. | Stdn. | Stdn. | Stdn. |] Stdn. 
Stickstof | g4 | 34 [35 | 35%] 94 | 9,341 95 | 9,5 

in °, 

Nr. 9 10 11 12 13 14 15 16 
Zeitangabe | 541/, | 68!/, | 75%/, | 784/, | 96'/, | 102'/, | 119'/,] 126, 

nach Stdn. | Stdn. | Stdn.] Stdn { Stdn. | Stdn. | Stdn. | Stdn. 
ne 98 | 99% | 10,0 | 10,2 | 10,2*)] 11,1 | 11,2%] 11,7 

in. */, 


*) Zimmertemperatur. 


Kurve 14. 


3. Einwirkung von Normalalkali bei 100°. 


0,3484 ¢ d,l-Leucyl-glycin wurden mit n-Natronlauge auf 
20ccm aufgefiillt. Die Lésung wurde im Wasserbade auf 100° 









































erwarmt. 
Tabelle VIL. 
Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 
Zeitangabe 0 30 60 31/, 4°, 53/, | 20%/, | 29 
nach Min. | Min, | Min Stdn.] Stdn.}| Stdn. | Stdn. | Stdn. 
Stickstoff | 79 | 8,9 | 10,2 | 13,0 | 13,3 | 14,7 |.14,6 | 15,7 
in */, 
Sit eee 5 1 pee i | 
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73 I Ls 
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Fig. 8 (Kurve 15 d,l-Leucyl-glycin mit n-NaOH, 100°). 
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(Kurve !4 d,l-Leucyl-glycin mit n-Natronlauge bei 


Fig. 7 
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4. Kinwirkung von 2n-Natronlauge bei Zimmer- 
temperatur. 
0,3373 ¢ d,l-Leucyl-glycin wurden mit 2 n-Natronlauge auf 


20ccm aufgefillt. Der Versuch wurde bei Zimmertemperatur 
durchgefiihrt. 


Tabelle VIII. 








ou 
for) 
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CO 
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Nr. 1 2 3 4 


Zeitangabe | 0 | 1 | 2 | 3%, ] 8 | 23%/,{ 321/,]49%/, | 734/,| 75%/, | 80%/, 
nach Min. | Stde.} Stdn.| Stdn.| Stdn.] Stdn.} Stdn.] Stdn.{Stdn. | Stdn.} Stdn. 
Stickstoff - 


; 0 
in °/, 
























































Fig. 9 (Kurve 16 d,l-Leucyl-glycin mit 2n-NaOH/Zimmertemperatur), 


5. Einwirkung von 4n-Natronlauge bei Zimmer- 
temperatur. 
0,4517¢ d,l-Leucyl-glycin wurden mit 4n-Natronlauge auf 
20 ccm aufgefillt. Als Versuchstemperatur wurde Zimmer- 
temperatur genommen. 


Tabelle IX. 


























Nr. 1 2 3 $ D 6 7 8 
Zeitangabe | 0 30 8 41/, 61/5 10 24 33 
nach Min. | Min. | Stdn. | Stdn. | Stdn. | Stdn. | Stdn. | Stdn. 
Stickstoff | 4 | 34 | 94 | 9.2 | 94 | 9,4 | 10,1 | 10,9 
in *), 

















Fig. 10 (Kurve 17 d,l-Leucyl-glycin mit 4n-NaOH/Zimmertemperatur.) 
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oe 


6. Einwirkung von Normalsalzsaure bei Zimmer- 
temperatur. 
0,3350 g d,l-Leucyl-glycin wurden mit Normalsalzsiure auf 


20 ccm aufgefillt. Die Versuchsreihe wurde bei Zimmer- 
temperatur durchgefiihrt. 


Tabelle X, 





























Nr. 1 - 3 4 D 6 7 
Zeitangabe 0 30 ha P 4 61/, ai*/, | 47), 
nach Min. Min. Stdn. | Stdn. | Stdn. | Stdn. | Stdn. 
ays 
ears 1,7 1,7 1,7 1,1 1,7 1,7 1,7 
in *), 


J 
oe ha 
eens ip : ~ - 
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Fig. 11 (Kurve 18 d,l-Leucyl-glycin mit n-HCl/Zimmertemperatur.) 


7. EKinwirkung von Normalsalzsiure bei 70—T75°. 


0,3803 ¢ d,l-Leucyl-glycin wurden mit Normalsalzsiiure auf 
20cem aufgefiillt und im Wasserbade auf 70—75° erwirmt. 


Tabelle XI. 























Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 g 
Zeitangabe| 0 30 | 11/, | 31/, | 64/, | 20'/,| 25%/,] 282/,] 30 
nach Min. | Min. |Stdn.} Stdn.] Stdn.} Stdn. | Stdn. | Stdn. | Stdn. 
aera 77 | 7,7 | 7,7 | 7,7 | 8,0 | 80% 8,3 | 9,0 | 9,4 
in °/, 

















*) Zimmertemperatur. 
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Fig, 12 (Kurve 19 d,l-Leucyl-glycin mit n-HCl/70—75°. 
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8. Einwirkung von Normalsiure bei 100°. 


0,3380 g d,l-Leucyl-glycin wurden mit Normalsalzsiure 
auf 20ccm aufgefiillt und die Lésung im Wasserbade auf 100° 
erhitzt. 


Tabelle XII. 








Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 


Zeitangabe 0 35 95 
nach Min. | Min. | Min. | ° 





Stickstoff 
in °%/, 


























*) Zimmertemperatur. 
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Fig. 13 (Kurve 20 d,l-Leucyl-glycin mit n-HC1/100°), 


b) Versuche mit d,l-Leucyl-glycinanhydrid. 


Die Aufspaltung des d,l-Leucyl-glycinanhydrids mit Alkali 
oder Siiture wurde ganz analog, wie die des r. Dipeptides, 
untersucht. In verschiedenen Proben wirkte Normalalkali oder 
Normalsalzsiiure bei verschiedenen Temperaturen oder Alkali 
verschiedener Normalitaét auf das Anhydrid ein. 


Der Verlauf der Aufspaltung wurde gleichfalls durch 
Formoltitration nach Sérensen beobachtet. Ebenso waren 
die Bedingungen, unter denen die einzelnen Versuche aut- 
gearbeitet wurden, genau dieselben, wie bei den Modellversuchen 
des Dipeptids. Durchschnittlich wurden 0,2—0,3 g d,l-Leucyl- 
glycinanhydrid mit Alkali oder Saéure auf 20ccm aufgefiillt 
und auf die entsprechende Versuchstemperatur gebracht. Dann 
wurden 2ccm der Liésung entnommen. Es wurde dann bis 
zur notigen Neutralitat mit Saure oder Alkali versetzt und 
schlieBlich mit Wasser auf 10 ccm verdiinnt. 
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1. Einwirkung von n/10-Natronlauge bei Zimmer- 
temperatur. 

0,2937 g d,l-Leucyl-glycinanhydrid wurden mit n/10- 
Natronlauge auf 20ccm aufgefiillt. 


bei Zimmertemperatur durchgefiihrt. 


Die Versuchsreihe wurde 


Die folgenden Tabellen und Kurven sind in der gleichen 
Art, wie fiir die Modellversuche des Dipeptides, angelegt worden. 


Tabelle XIII. 












































Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 
Zeitangabe | 0 1 2 3 17 25 26 | 43", 
nach Min. | Stde. | Stdn.| Stdn. | Stdn.] Stdn. | Stdn. | Stdn. 
Stickstoff | 4 o | 32 | 35 | 48 | 60 | 36 | 92 
in °/ 
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Fig. 14 (Kurve 21 d,l-Leucyl-glycinanbydrid mit n/10-NaOH/Zimmertemperatur) 


2. Einwirkung von n/2-Natronlauge bei Zimmer- 
temperatur. 
0,2620g d,l-Leucyl-glycinanhydrid wurden mit n/2-Natron- 


lauge auf 20ccm aufgefiillt. 
Zimmertemperatur gewiihlt. 


Tabelle XIV. 


Als Versuchstemperatur wurde 











Nr. 1 
Zeitangabe 0 
nach Min. 
Stickstoff 0 
in °/, 
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| 9,8 


Kurve 22. 
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Fig. 10 (Kurve 22 d,l-Leucyl-glycinanhydrid mit n 2-NaOH/Zimmertemperatur). 


3. Einwirkung von n-Natronlauge bei Zimmer- 
temperatur. 
0,5086 g d,l-Leucyl-glycinanhydrid wurden mit n-Natron- 
lauge auf 40 ccm aufgefiillt, die Versuche wurden ebenfalls bei 
Zimmertemperatur durchgefihrt. 


Tabelle XY. 








Nr. 1 g 3 4 5 6 


Zeitangabe nach | 0 Min. | 5 Min. |10 Min. {| 20 Min. | 35 Min. | 65 Min. 
































Stickstoff in °/, 0 41 6,1 8,6 9,4 10,5 
Nr. | 1 8 9 10 | 11 12 
Zeitangabe nach | 125 Min.| 245 Min.| 7° 5’ 9" 35’ | 25" 85’1 104"35’ 

Stickstoff in °/, | 11,2 11,6 11,7 11,7 | 11,7 | 11,7 
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Fig. 16 (Kurve 23 d,l-Leucyl-glycinanhydrid mit n/1-NaOH Zimmertemperatur). 


4, Kinwirkung von Normalsalzsiure bei Zimmer- 
temperatur. 


0,2443¢ d,l-Leucyl-glycinanhydrid wurden mit Normal- 
salzsiure auf 20 ccm aufgefillt. Als Versuchstemperatur wurde 
Zimmertemperatur beibehalten. 
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Tabelle XVI. | 

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Zeitangabe| 0 1 4 7 | 22'/, | 672/,] 93%/, | 1032/, | 122°/, | 
nach Min. | Stde. | Stdn. | Stdn.| Stdn. | Stdn. | Stdn. | Stdn. | Stdn. | 
ais | 
ar | «he fo 0 | 0 0 | 23 | 29 | 4,9 | 
in °/, | 


Fig. 17 (Kurve 24 d,l-Leucyl-glycinanhydrid mit n-HCl Zimmertemperatur). 


5. Einwirkung von Normalsalzsaiure bei 50—55°. 


0,2077 g d,l-Leucyl-glycinanhydrid wurden mit n-Salzsiure 
auf 20 ccm aufgefiillt und im Wasserbade auf 50—-55° er- 





























warmt. 
Tabelle XVII. 

Nr 1 9 3 4 5 6 1 8 | 
Zeitangabe| 0 30 2 at | 6, | 91, | 264/, | 33 . 

nach Min. Min. | Stdn.}] Stdn.! Stdn. | Stdn. | Stdn. } Stdn. 
Stie r _ a wan 
tickstoff | 4 0 3.4 | 5,1 1,7 8.5 | 8.5 *)p 10,4 

in °/ | | ; 

0 


*) Raumtemperatur. 
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Fig. 18 (d,l-Leucyl-glycinanhydrid mit n-HCl/50—55°). 
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6. Einwirkung von Normalsalzsiure bei T0—T75°, 
0,2033 g d,l-Leucyl-glycinanhydrid wurden mit n-Salz- 
siure auf 20ccm aufgefillt. Die Lésung wurde im Wasser- 
bade auf 70—75° erwarmt. 


Tabelle XVIII. 









































Nr. 1 2 3 4 5 6 7 g 
Zeitangabe| 0 1 2 | 3%, | 6, | st, | 23%/, | em, 
nach Min. | Stde. | Stdn. | Stdn.}| Stdn. | Stdn. | Stdn. | Stdn. 
ws «© 80 1°99 | 9,9 | 9,9 | 11,2 | 11,2) 12,0 
In “/o 


*) Raumtemperatur. 















































Fig. 19 (Kurve 26 d,l-Leucyl-glycinanhydrid mit n-HCl/70—75°), 


ce) Versuche mit Glycyl-l-leucin und Glycyl-l-leucinanhydrid. 
Zunichst wurden die spez. Drehungen des Dipeptides 
Glycyl-l-leucin und des Anhydrides Glycyl-l-leucinanhydrid be- 
stimmt. 

1. 0,1047 g Glycyl-l-leucin wurden mit Wasser auf 10 ccm 
aufgefiillt. Die Drehung wurde im Dezimeterrohr bestimmt. 
Fiir «@ wurde —0,37° abgelesen, also ergab sich fiir 
[aji° =— 35,0° (EK. Fischer gibt an [a] },°=— 35,0%).}) 

2. 0,1452 g Glycyl-l-leucinanhydrid wurden mit Wasser auf 
10ccm aufgefiillt. Die Drehung wurde im Dezimeterrohr bestimmt. 
Fir @ wurde + 0,45° abgelesen, also ergab sich fiir 
[«]2° = + 30,99° (E. Fischer gibt an [a]}° = + 31,1). 4) 

Im Modellversuch wurde nun die Aufspaltung des Ge- 


misches von Dipeptid und Anhbydrid, die etwa im Verhiltnis 
von 1:1 zueinander eingewogen waren, einmal durch Beob- 





1) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 365, S. 167 (1909). 
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achtung der Drehung des Gemisches selbst, dann durch Beob- 
achtung der Drehung seines Kupfersalzes verfolgt. Die Auf- 
arbeitung wurde méglichst den bisherigen Versuchsreihen an- 
geglichen. 

0,3944 g Glycyl-l-leucinanhydrid und 0,4003 g Glycyl-l- 
leucin wurden eingewogen und in 20 ccm n-Natronlauge gelist. 
Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur durchgefiihrt. 

In den angegebenen Zeitintervallen wurden jedesmal 2 ccm 
Lésung abpipettiert, mit 2ccm n-Salzsiure neutralisiert und 
mit Wasser auf 10ccm verdiinnt. Von diesen 10 ccm Lésung 
wurde die Drehung des Dipeptid-Anhydridgemisches bestimmt. 
Als Lichtquelle diente eine Quecksilber-Quarzlampe, deren 
Licht durch ein grau-griines Glas gefiltert wurde. 

Die erwihnten 10 ccm Lésung wurden dann quantitativ in 
ein Kélbchen gespiilt, mit einer Aufschliammung von Kupferoxyd, 
das gegen Lackmus neutral reagierte, versetzt und schlieBlich 
1 Stunde auf dem siedenden Wasserbade erwiirmt. Nach dem 
Erkalten wurde die Lésung vom unverbrauchten Kupferoxyd 
filtriert und mit Wasser aut 25ccm verdiinnt. Sobald die 
Lésung filtriert und aufgefiillt war, wurde die Drehung im 
Dezimeterrohr bestimmt. Es diente ebenfalls eine Quecksilber- 
lampe als Lichtquelle. Eine Lésung von Filtrierblau II wurde 
zum Filtern des Lichtes vorgeschaltet. 

In der Tab. XIX sind die gefundenen Drehwinkel zu- 
sammengestellt. Die eingeklammerten Werte geben den jedes- 
mal neu bestimmten Nullpunkt an. Die Kurven 27 und 28 
sind die entsprechenden graphischen Darstellungen. 
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Fig. 20 (Kurve 27 Dipeptid-Anhydriddrehung [Tab. XIX}). 
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Fig. 21 (Kurve 28 Kupfersalzdrehung [Tab. XIX)). 
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Tabelle XIX. 





Aor wD 


Oo @M 








Zeitangabe 
nach 
0 Min. 
5 

10 ,, 
20 , 
35 : 
65, 

125 

185 ,, 

6 Stdn. 35 Min. 


Dipeptid- 
drehwinkel 
in 9 
—0,17 (+0,39) 
—0,18 (+0,39) 
— 0,22 (+0,39) 
~0,15 (+0,39) 
—0,21 (+0,39) 
—0,15 (+0,39) 
—0,13 (+0,39) 
—0,15 (+0,38) 





—0,15 (+0,38) 


Kupfersalz- 
drehwinkel 


in 9 


+0,62 (+0,49) 
+0,61 (+0,49) 
+0,82 (+0,49) 
+0,49 (+0,49) 
+0,67 (+0,49) 
+-0,61 (+0,49) 
+0,65 (+ 0,49) 
+-0,63 (+0,49) 


Bemerkungen 


Stehen be: 
Zimmer- 
temperatuu 


| 
| 
| 
| 
| 








+0,65 (+0,49) 





Kurven 27 und 28. 


d) Aufspaitung von d,l-Leucyl-glycinanhydrid bei p,, = 8,4 bei 3s. 

Die Wasserstoffionenkonzentration wurde mit einem Am- 
moniumchlorid/Ammoniakpuffer eingestellt. Die Aufspaltung 
wurde bei diesem Modellversuch nicht durch Formoltitratio: 
nach Sérensen bestimmt, sondern es wurde die Zunahme de: 
Aciditét in alkoholischer Lésung nach Willstitter ermittel 

0,3099 g d,l-Leucyl-glycinanhydrid wurden mit der Lésung 
eines Ammoniumchlorid /Ammoniakpuffers, der so eingestelli 
war, daB er bei 38° ein p,,=8,4 hatte, auf 40 ccm aufgefiill! 
und auf 38° erwirmt. Es wurden bei jeder Probe 4 ccm 
Lésung abpipettiert und in alkoholischer Lésung titriert. In 
der Tab. XX ist die Zunahme an mehr verbrauchten ccm n/5- 
NaOH angegeben. 


Tabelle XX. 





























Nr. 1 2 0 4 6 qa 
Zeitangabe 0 3 6 20 341/, 43 178°), 
nach Min. j Stdn. | Stdn. | Stdn Stdn. | Stdn. Stdn. 
Zunahme | 9 | oo2 | 005 | 0,11 | 012 | 0,14 | 0,17 
in eem 

















Spektrophotometrische Vergleichung von natiirlichem 
Thyroxin mit synthetisch dargestelltem. 


Von 
Emil Abderhalden und Ernst Rossner., 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Juni 1927. 


Der eine von uns (KE, A.)+) hat kiirzlich mit Richard Haas 
iiber vergleichende spektrophotometrische Untersuchungen von 
aromatischen Aminosiuren und von Derivaten von solchen be- 
richtet, und zwar war beabsichtiyt, auf dem erwihnten Wege 
einen Beitrag zur Frage der Struktur des Thyroxins zu liefern. 
Bekanntlich hat Kendall der genannten Verbindung die 
Struktur eines jodhaltigen Tryptophanabkémmlings zuerteilt, 
wihrend Harrington?) die Ansicht vertritt, daB dem Thyroxin 
die Struktur einer (-[3,5-Dijod-4-(3’, 5’-dijod-4-oxyphenoxy)- 
phenyl]-e-aminopropionsiure zukomme. Nun wird seit kurzem 
von der Firma F. Hoffmann-LaRoche in Basel Thyroxin nach 
der von Harington und Barger?) ausgearbeiteten Synthese 
dargestellt, und zwar bringt sie diesen Inkretstoff in Ampullen 
in den Handel, die diesen in 0,1°/, iger schwach alkalischer 
Lésung enthilt. Da uns nicht bekannt war, ob zur Lisung des 
Thyroxins ein oder zwei Molekiile Lauge oder ein Uberschu8 
davon verwendet worden ist, was uns zum Vergleich mit dem 
aus Schilddriisen gewonnenen Thyroxin als wichtig erschien, 
so untersuchten wir die in den Ampullen vorliegende Lésung, 
indem wir sie einerseits mit dem neunfachen Volumen destil- 





1) Emil Abderhalden u.. Richard Haas, Diese Zs. Bd. 166, 
S. 78 (1927). 

*) Ch. H. Harington, Biochem. Jl. Bd. 20, S. 300 (1926). 

*) Harington und Barger, Biochem. Jl. Bd. 21, S. 169 (1927). 
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lierten Wassers und andererseits mit derselben Menge n/100- 
NaOH versetzten. Es zeigt sich jedoch, daB die beiden er- 
haltenen Kurven einen gleichen Verlauf aufwiesen. Es hatte 
also der UberschuB an Alkali keinen Einflu® auf den Verlauf 
der Absorptionskurve. Zum Vergleich stellten wir eine 
0,01°/,ige Lésung von qus Schilddriisen gewonnenem Thyroxin 
her. Wie aus der beifolgenden Figur hervorgeht, sind die 


NGUIG ; 200% SIT 
J = Pliatsisinasita satin sadhcsianinladadeperbtinieneial . cations 
Zahi iy Ty , piri y 





Absorptionskurven des natiirlich und des synthetisch ge- 
wonnenen Thyroxins innerhalb der Fehlergrenzen identisch. 
Das erste Maximum liegt in beiden Fillen bei » = 3000 und 
loge = 3,76 und das zweite bei vy = 4300 und loge 4,72. 
Auf den ersten Blick scheint es, als ob unsere jetzige 
Thyroxinkurve mit der friiher’) aufgenommenen nicht recht in 
Einklang steht; denn deren 1. Maximum lag z. B. zwar auch 
bei v = 3000, aber der loge lag bei 3,62. Die Berechnung 
des Extinktionskoeffizienten geschah nun aber nach der be- 


kannten Formel 


und es wurde damals zur Berechnung der molekularen Kon- 





1) E. Abderhalden u. R. Haas, a. a. O. 





<—~" 








————— 


Spektrophotometrische Vergleichung von natiirlichem Thyroxin usw. 225 





zentration ec die von Kendall und Osterberg aufgestellte 
| Formel C,,H,,NO,J, zugrunde gelegt, wihrend jetzt natur- 
gemaB die von Harington aufgestellte Formel C,H, NO,J,, 
| deren Richtigkeit durch unsere Untersuchungen eine weitere 
Stiitze gefunden hat, die Basis der Berechnung der molekularen | 
Konzentration bildete. Setzt man also statt 585, dem Mole- | 
kulargewicht nach der Kendallschen Formel, das der Haring- | 
tonschen Formel entsprechende Molekulargewicht 777 ein, so 
erhéht sich logs um 0,12. Das damals gefundene (1.) Maximum 
liegt also bei loge = 3,74, was innerhalb der Fehlergrenze gut 
mit dem jetzigen Befund ibereinstimmt. 

Diespektrophotometrische Vergleichung des natir- 
lichen und synthetischen Thyroxins hat somit ein Re- 
sultat ergeben, das fiir die Identitit der beiden Ver- 
bindungen spricht. 
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Uber die Anpassung von frischen Kulturhefen an Galaktose. 


Von 
H. vy. Euler und Brita Jansson. 


Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Juni 1927.) 


Seit etwa 30 Jahren kennt man die Tatsache, daB Kultur- 
hefen, welche in normalem physiologischem Zustand Galaktose 
nicht oder héchstens in sehr geringem Grad zu vergiiren ver- 
moégen, in Galaktoselésungen allméhlich die Fahigkeit zur Ver- 
girung dieser Zuckerart erlangen. Man verdankt KE. F. Arm- 
strong’), Slator”), sowie besonders Harden und Norris*) 
wesentliche Beitriige zur Kenntnis dieses interessanten Vor- 
ganges, 

Wie die Hefe in regelmiBigem zeitlichem Verlauf allmiblich 
die Fahigkeit zur Galaktosevergirung erwirbt, wurde durch Ver- 
suche des einen von uns mit D. Johansson‘) festgestellt, aus 
welchen zum erstenmal eine _ ,,Anpassungsgeschwindigkeit*, 
und zwar nach der Forme] fiir Reaktionen erster Ordnung 
berechnet und durch eine Konstante ausgedriickt werden 
konnte. Dieser Vorgang wurde, wie die gleichzeitig studierten 
anderen Enzymbildungen®) als ein biologischer betrachtet: 
,»Leigt es sich, daB gewisse Organismen sich allgemein durch 


1 E. F. Armstrong, Proce. Roy. Soc. B. Bd. 76, 8S. 600 (1905). 

*) Slator, Jl. Chem. Soe. Bd. 93, S. 217 (1908). 

*) Harden u. Norris, Proc. Roy. Soc. Bd. 82, S. 645 (1910). 

4) Euler u. Johannsson, Diese Zs. Bd. 78, S. 246 (1912). 

*) Euler u. D. Johannsson, Diese Zs. Bd. 76, S. 388 (1911/12); 
Euler u. H. Meyer, Diese Zs. Bd. 79, S. 274 (1912); Euler u. Cramér, 
a.a.O. Bd. 88, 8. 430 (1913); vgl. auch Euler, Chem. Ber. Bd. 55, 
S. 3583 (1922). 
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hohe Anpassungsgeschwindigkeiten verschiedenen iuBeren Hin- 
flissen gegeniiber auszeichnen, so wird man in diesen Ge- 
schwindigkeiten ein Maf fir die Higenschaft finden, welche 
zuweilen als Vitalitiit bezeichnet wurde“ (a. a. O. S. 265): 

Beziiglich der Art dieses Anpassungsvorganges sind Euler 
und Johansson zu keinem endgiiltigen Ergebnis gekommen; 
sie hielten eine Enzymneubildung fiir wahrscheinlich und 
sprachen sich dariiber folgendermaBen aus (a. a. O. Bd. 78,8. 261): 

,,Wodurch die Fiahigkeit der Hefe, Galaktase zu vergiiren 
bedingt wird, ob ein besonderes Knzym, welches die Galaktose 
in eine andere Hexose verwandelt, dazu erforderlich ist, steht 
bis jetzt noch nicht fest. Wur bezeichnen also hier einstweilen der 
Kiirze wegen als Galaktase denjenigen enzymatischen Bestandteil 
der Hefe, welcher die Vergirung der Galaktose erméglicht.“ 

Diese Aufiassung entspricht wohl im wesentlichen der- 
jenigen, welche spiter u. a. von Sdhngen und Coolhaas}) 
vertreten wurde; sie nehmen an, ,daB wir es hier mit einer 
biologischen Modifikation der neu produzierten Hefezellen, die 
sich ein neues Enzym, die Galaktosezymase, verschafft haben, 
zu tun haben.“ 

Zu den inzwischen erschienenen: Mitteilungen von Will- 
stiitter und Sobotka?) nehmen die hollindischen Verfasser 
keine Stellung. 

Unter den von Willstatter und Sobotka gefundenen 
Tatsachen sei hier besonders erwihnt, daB im Verlauf der 
Anpassung bzw. Vorbehandlung mit Galaktose das Verhiltnis 
der Halbgirzeiten fiir Glucose und Galaktose zugunsten der 
Galaktose tiberschritten werden kann (75: 100). 

Nachdem Euler und Laurin*) zum Ergebnis gekommen 
waren, ,daB die Girungsbeschleunigung durch Hefenextrakt 
oft ganz ohne Vermehrung der Zellenzahl vor sich geht, in 
den anderen Fiillen jedenfalls weit gréBere Betriige annimmt, 


1) Séhngen u. Coolhaas, Jl. Bact. vol. 9, Nr. II (1924); Centralbl. 
f. Bact. II, Bd. 66, S. 5 (1925). 

2) Willstitter u. Sobotka, Diese Zs, Bd. 123, 8. 176 (1922). 

5) Euler a. Laurin, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 7, Nr. 28 
(1920). 
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als der Zellenvermehrung entspricht“, nahmen Euler und 
R. Nilsson?) 1924 die Frage wieder auf, ,ob und in welchem 
Grad die bei frischer Hefe allmihlich eintretende Fiahigkeit 
zur Galaktosevergiirung mit protoplasmatischen Neubildungen 
oder iiberhaupt mit vitalen Neubildungen zusammenhingt*. 

In der erwihnten Arbeit von Euler und R. Nilsson war 
frische Hefe in Galaktaselésung in Gegenwart von Pheno! 
vorbehandelt worden, um zu ermitteln, ob auch bei gehemmter 
Fortpflanzung eine Fahigkeit zur Galaktosevergiirung erzieli 
werden kann. Die Vorbehandlungslésung enthielt in 100 ccm 
10 g Hefe; sie war 2°/,ig beziiglich der Galaktose und in 
bezug auf Phenol 0,04 und 0,06 n. (Aciditat durch PO,-Putfer 
Py = 5,44). 

, Wie besonders betont werden muf, war das Phenol nur 
bei der Vorbehandlung anwesend; aus einem Parallelkolben 
mit der gleichen Phenolkonzentration wurde die Hefe nach 
25 Minuten abzentrifugiert und 3mal mit Wasser gewaschen. 
Dann wurde die Hefe zur Vergéirung der Galaktose und 
Glucose verwendet... .“ 

Wir geben die von Euler und Nilsson erhaltene Tabelle 
(a. a. O. S. 99, Mittelwerte) im Auszug wieder: 


Vorbehandlungszeit 48 Stunden. 




















Lésung Vb 0,04 n-Phenol | Lésung Vb 0,06 n-Pheno! 
Stunden ich Sacha dns dedietateea ota eteas 
Galaktose Glucose Galaktose Glucose 
0 0 | 0 0 0,2 
0,5 se | 1,8 jm | 1,15 
1 | | _ | 1,95 
2 — | 5,05 — | 3,3 
3 — | 9,2 — | 5,0 
4 0 14,4 0 | 7,85 
15 18,3 | — 5,65 se 
17 24,65 9,2 on 
19 30,0 | me 11,75 — 
21 34,65 = 14,6 _ 











In diesen Zahlen glaubten Kuler und Nilsson eine Be- 
stitigung der Ergebnisse von Laurin zu sehen, dab eine 





1) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 143, 8. 89 (1924/25). 
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Anpassung an Galaktose erfolgt auch unter Umstinden, unter 
welchen die Hefe nicht fortpflanzungsfihig ist. 
Hier kann zweifellos der Kinwand gemacht werden, daB 
die Vergirung der Galaktose nicht der Effekt einer in der 
Phenollésung erfolgten Anpassung ist, sondern in der phenol- | 
freien Girlésung eingetreten ist. | 
Die weitere Verfolgung der genannten Versuche war um | 
so notwendiger, als Séhngen und Coolhaas gegen die an 
Trockenhefe angestellten Vorbehandlungsversuche dieses Labora- 
. toriums bzw. gegen die daraus gezogenen Schliisse Kinwinde 
gemacht hatten, welche eine eingehende Beriicksichtigung ver- 





dienten. 
Die hier zuniichst mitzuteilenden Versuche beziehen sich 
r } auf frische Hefe. 


A. Versuche mit Phenolzusatz bei 30”. 


Untersucht wurden, wie friiher, unsere Oberhefe R und 
unsere Unterhefe H. 
Nach den Untersuchungen von Euler und Vera Sandberg 
kann die Vermehrung der Zellenzahl durch Zusatz von geeigneten 
Phenolmengen vollkommen unterdriickt werden, ohne daf die Gir- 
fihigkeit der Hefe verloren geht. Wir haben zu den Anpassungs- 
lésungen so viel Phenol zugesetzt, daB (nach Vorversuchen) die 
Vermehrung der Zellenzahl eben gehemmt sein muBte, was dann 
von Herrn Prof. Chr. Barthel noch besonders kontrolliert 
= wurde. Um dann bei der Hauptgiirung eine allmihliche An- 
passung auszuschlieBen, haben wir diesmal — in Abanderung 
der fritheren Versuche —- ebenfalls Phenol zugegeben, aber 
nur in solcher Konzentration, daB Glucosegiirung noch eintrat. 
Die Vorbehandlungslésungen hatten nun folgende Zu- 
Sammensetzung: 
20g Hefe + 100 cm PO,-Pufferlésung (py = 5,09) + 100 cm Wasser 
+ 55 cem 0,1 n-Phenol + 4 g Galaktose (Kahlbaum; enthilt 
Glucose als Verunreinigung). 


Die zur Hauptgirung verwendeten Liésungen waren wie 
folgt zusammengesetzt: 


Le 0,5 g Zucker (Glucose oder Galaktose, Pfanstiehl, Central Scientific 
Co; vollstindig frei von Glucose). 
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2,5 eem Phosphatpufferlésung, py, = 5,09. 

2 ecem 0,1 n-Phenollésung. 

5 ecm Hefensuspension (2 g Hefe in 5 cem Wasser). 
0,5 eem Wasser. 


Oberhefe R. Temperatur 30°. 
Girung vor der Vorbehandlung. cem CQ,. 











Stunden Galaktose Glucose 
0,5 2,5 | 25 | 244 43 | 44 | 4,2 
1,0 25 | 25 | 24 7,8 | 8,0 | 7,3 
1,5 2 | 88 | Ba 182 | 12 | 11,9 
2,0 22 | 28 | 22 18,5 | 183 | 16,4 
3,0 19 | 21 | 2,0 28,6 28,2 | 25,9 
4,0 2,1 | 2,5 | 2,1 39,0 | 88,7 | 85,6 
6,0 2.7 | 384 | 29 59,4 | 581 | 58,9 


Nach 112 Stunden wurden der Vorbehandlungslésung 
Proben von je 25 ccm entnommen. Diese wurden zentrifugiert, 
gewaschen, wieder centrifugiert und in 50 com Wasser suspendiert. 

Zusammensetzung der Girungslésung siehe oben. 


Galaktosegiirung nach der Vorbehandlung. 











Stunden ~eem CO, 
1,5 1,6 17 | 1,5 1,4 
3,0 a? 1,0 
6,0 0,8 0,7 | 41,0 1,0 





Ergebnis: Durch die Vorbehandlung mit Galaktose in 
Gegenwart von Phenol hat die R-Hefe nicht die Fahigkeit 
zur Galaktosegirung erlangt. 

Unterhefe H. Temperatur 30°. 




















Vor der Vorbehandlung Nach der Vorbehandlung 
Stdn. 7 a | | Phe- 
Galaktose Glucose Galaktose | Glucose | rf 
_nollés. 
0,5 1,4 | 1,6 | 10,5 | 10,3 | 0,8 0,7 24 | 2.5 | 0,0 
1,0 1,9 | 1,7 | 15,2 | 151 | 1,38) 11 | 4,5) 4,8 | 0,0 
1,5 1,8 | 1, | 19,8 | 19,6 16 13 | 66 + 68 | 0,0 
2,0 1,9 | 1,8 | 24,9] 249 | 18 | 14 | 86 86 0,0 
3,0 2,2 | 2,0 | 35,3 | 35,3 | 2,0 1,7 | 12,2 122 0,8 
4,0 22 122 | 444/442 | 21 | 1,8 | 15,4) 15,3 1 0,4 
50 | 24 | 2,8 | 52,7/ 59,5 | 24 | 20 184/184 0,4 
6,0 2,4 | 24 | 62,0 | 61,9 














Uber die Anpassung von frischen Kulturhefen an Galaktose. 231 


Ergebnis: Auch die Unterhefe H hat durch die Vor- 
behandlung in Gegenwart von Phenol die Fiahigkeit zur 
Galaktosevergiirung nicht erlangt. 


In beiden Fallen wurde die Zellenzahl — gemessen in 
der Thoma-Zeissschen Zihlkammer — wihrend der Vor- 


behandlung, wie auch wihrend der Hauptgiirung innerhalb 
der Versuchsfehler konstant gefunden. 

Keine der beiden Versuchsreihen gibt also einen Anhalts- 
punkt dafiir, daB die Hefe bei der durch Phenol gehemmten 
Vermehrung der Zellen die Fahigkeit zur Galaktosevergiirung 
erlangt hat. In den oben zitierten Versuchen von Kuler und 
Nilsson dirfte also die,, Anpassung an Galaktose“ nicht eine Folge 
der ohne Zellenzuwachs verlaufenen Vorbehandlung gewesen sein, 
sondern erst bei der phenolfreien Hauptgirung eingetreten sein. 

Da’ eine Anpassung an Galaktose ohne Neubildung der 
Hefezellen eintreten kann, ist also — wie Séhngen und 
Coolhaas gegeniiber Kuler und Nilsson richtig betonen-~ nicht 
bewiesen. Andererseits werden durch partielle Vergiftung mit 
Phenol anormale Verhiltnisse hergestellt; wir wollen uns also 
noch nicht dariiber aussprechen, ob die von Séhngen und 
Coolhaas vertretene Ansicht bindend ist, dab die Hefe nur 
unter der Bedingung der Fortpflanzung die Fahigkeit zur 
Galaktosevergirung annehmen kann. 


B. Garversuche mit Galaktose bei 38°. (R. Nilsson. 

Entsprechend dem Vorgang von Séhngen und Coolhaas 
bzw. von Kluyver wurde mit frischer Unterhefe H auch ein 
langerer Girungsversuch bei 38° angestellt, einer emperatur, 
bei welcher eine Zunahme der Zellenzahl nicht mehr stattfindet.}) 


1) Im AnschluB an die Theorie von R. Fahraeus iiber die Ursachen 
der kritischen Fiebertemperatur hat der eine von uns bereits friither auf die 
geringe Ditferenz zwischen der kritischen Fiebertemperatur bei Warm- 
bliitlern und der kritischen Grenze der Fortpflanzung und des Lebens 
bei Hefen hingewiesen. Auch bei anderen Mikroorganismen diirfte die 
Uberschreitung des Schmelzpunktes der Sterinester bzw. die Erreichung 
des Erweichungsgebietes dieser Estergemische und die dumit verbundenen 


Destruktionen in der Zellmembran, aber auch im Zellinneren eine wesent- 
liche Rolle spielen. Ks bleibt zu untersuchen, ob besonders thermo- 
resistente Bakterien hochschmelzende Sterinestergemische besitzen. 








em a 








H. v. Euler und Brita Jansson, 


bo 
Co 
bo 


Die Glucose- und Galaktoselésungen wie im vorigen Ver- 
suche. 
Hefesuspension: 5g frische Hefe H + 100 cem 0,3. Phosphatlisung 


Zusammensetzung der Proben wie im vorigen Versuche. 





























7 10 ecm Hefesuspension + 
Stunden |— — 
1 cem Glucoselés. | 1 cem Galaktoselés.| 1eem Wasser 
0,5 (7) 10,3 (8) 11,5 | (9) 1,0 | (10) 1,0 | (11) 0,5 | (12) 0,7 
0,75 25,5 29,4 | 1,8 1,5 0,9 1,1 
1,0 36,2 41,4 2,2 1,5 1,0 1,4 
1,25 50,0 Bit | 2.5 1,6 1,2 1,4 
1,5 60,4 67,3 | 2,7 1,8 i? 1,5 
1,75 70,9 18,3 | t2 2,0 1,3 1,6 
2,0 15,1 14,4 | _ —_ _ — 
4,25 78,9 710 | 89 2.6 1,7 1,8 
16,25 82,6 79,5 | 1,5 3,6 ! | 
17,25 82,6 79,6 | 7,9 3,6 | | 
18,25 827 797 | 82 41 4 | 
19,25 82.7 | 79,7 1 86 | 45 | | | 
20,25 82,9 19,9 | 9,1 | 5,1 | 1,7 1,8 








Wie die Versuche Nr. 9 und 10 zeigen, war die Girung 
in den Galaktoselésungen gering, und die beiden Parallel- 
versuche weichen erheblich voneinander ab. Der Zellen- 
zuwachs betrug zwischen den Zeiten 0 und 20,25 Stunden 
nicht mehr als 5°/, und lag also noch nahe der Versuchs- 
fehlergrenze. Diese Versuchsreihe soll noch unter verschiedenen 
Bedingungen wiederholt werden und wir wollen einstweilen 
aus derselben keine Schliisse ziehen. 

Jedenfalls ergibt sich aus diesen Versuchsreihen, dab, wie 
schon erwihnt, bis jetzt ein experimenteller Beweis fiir eine 
Anpassung ohne Zellenvermebrung nicht vorliegt. 

An anderer Stelle werden wir auf eine in Gemeinschaft 
mit Herrn Prof. Chr. Barthel ausgefiihrte Untersuchung iiber 
die Einwirkung der Galaktosevorbehandlung auf Trockenhefen 
zuriickkommen. Aus derselben kénnen wir im AnschluB an 
die obigen Ergebnisse jetzt schon mitteilen, dai zwar unter 
unseren Versuchsbedingungen die Zunahme der Zahl der Hefe- 
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zellen keine Rolle gespielt hat, daB wir aber Séhngen und 
Coolhaas insofern beistimmen miissen, als unsere Versuche 
die Annahme einer enzymatischen Verinderung der Hefe ohne 
Neubildung der Zellen nicht stiitzen. 


C. Wird durch die Vorbehandlung die Zymase (der Enzym- 
komplex) oder die Co-Zymase verandert? 


Nach einer Untersuchung von Abderhalden!?) behilt 
eine an Galaktose angepafte Hefe nach dem Trocknen ihre 
Hihigkeit zur Galaktosevergirung bei. Um zu _ entscheiden, 
ob bei der Vorbehandlung der Hefe mit Galaktose der die Gi- 
rung vermittelnde EKnzymkomplex selbst oder die dabei mit- 
wirkende Co-Zymase eine Veranderung (Anpassung) erfahrt. 
wurde folgender Versuch angestellt: | 

Aus einer an Galaktose angepaBten Unterhefe (H) wurde 
ein Trockenpriparat durch Lufttrocknung dargestellt. Diese 
Trockenhefe wurde durch Waschen von Co-Zymase _ befreit. 
Aus einem Teil der nicht ausgewaschenen Hefe wurde durch 
Extraktion bei 90° ein Co-zymasehaltiger Kochsaft dargestellt. 
Dann wurde die Girfihigkeit fiir Galaktose an folgenden 
Kombinationen gepriift: 

1, Ausgewaschene, vorbehandelte Trockenhefe + Co-Zymase aus vor- 
behandelter Hefe. 

2, Ausgewaschene, vorbehandelte Trockenhefe + Co-Zymase aus nicht 

vorbehandelter Hefe. 

3, Ausgewaschene, nicht vorbehandelte Trockenhefe + Co-Zymase aus 

vorbehandelter Hefe. 

4, Ausgewaschene, nicht vorbehandelte Trockenhefe + Co-Zymase aus 
nicht vorbehandelter Hefe. 

Wird durch die Vorbehandlung sowohl Zymase als Co- 
Zymase veriindert, so kann nur im Versuch 1 Galaktosegirung 
eintreten. Ist zur Anpassung nur eine Verinderung der 
Zymase erforderlich, so tritt auch im Versuch 2 Garung ein. 
Wird dagegen bei der Anpassung nur die Co-Zymase veriindert, 
so tritt Gurung im Versuch 3, aber nicht im Versuch 2 auf. 

Durch die Probe 4 wird sichergestellt, dab die angewandte 


1) Abderhalden, Fermentforsch. Bd. 8, S. 474 (1925). 
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vy. Euler u. Jansson, Anpassung von frischen Kulturhefen usw. 


Hefe nicht schon vor der Vorbehandlung die Fahigkeit zur 


Galaktosegiirung besab. 
In der folgenden Versuchsreihe wurde stets 1 ccm Hefen- 
suspension zu 1 ccm Co-Zymaselésung (vorbehandelt oder nicht 
vorbehandelt) gegeben. 
Die Zusammensetzung der Hefensuspension war folgende: 


nieht vorbehandelte 








1 g ausgewaschene, vorbehandelte (A)- oder 
(B)-Hefe, +4 cem Mikro-Phosphatpuffer + 1 com Zymophosphat- 
losung. 
A. Vorbeh., ausgewaschene | B. Nichtvorbeh., ausgewaschene 
Trockenhefe Trockenhefe 
Ohne + 0,1 g Ohne + 0,1 g 
Galaktose Galaktose Galaktose Galaktose 
Stdn. |. , ~ 
w - © o - oO o | = @ @ - @ 
afit2i 42 = 4d | gd | % a a¢ — 3 
o <i o o g — 
2p 2h 2h | BRIT e2e|/ BR 2p, BS 
oh Pas Bb ye ok Se Be y- 
© om =O © em © oO | em © =) om =O 
> | ao 51240 > |aS oS | zo 
05 | 02 | 0,35 | 04 | 0,55 | 0,1 | 0,4 | 0,25 2,0 
1,0 05 07 | 08 1,0 02 | 15 | 0,4 1,9 
1,5 0,7 ia 1 “42 1,6 0,35 | 2,0 | 0,45 2.3 
20 | 09 14 | 17 20 | 06 | 21 | 08 2,4 
2,5 1,2 1,5 2,0 | 2,4 09 | 21 | 0,6 2,4 
3,0 1,4 1,7 22 | 2,7 105 | 2,1 | 0,7 2.4 
3,5 1,5 1,9 2,5 , 8,0 1,05 | 2,1 | 1,0 2,4 
4,0 15 | 195 | 28 | 38 105 | 21 | 1,8 2,4 
4,5 1,5 1,95 | 3,1 3,7 105 |} 21 | 1,4 2,4 
5,0 6 | 19 | 88 | 40 1,05 | 21 | 1,4 2.4 
5,5 16 | 19 | 34 | 4,1 | | 1,4 2.4 
6,0 16 {| 1,99 | 384 | 4,1 | / 1,4 2.4 

















Die Versuchsreihe zeigt, daB die zweite der oben 
erwihnten Kombinationen zur Girung fithrt, daB also 
nur die Zymase (der Enzymkomplex) nicht auch die 
Co-Zymase einer Anpassung unterliegen muB. 


Herrn Professor Chr. Barthel danken wir bestens fiir 
seine freundliche Hilfe bei der bakteriologischen Kontrolle und 
Zellenzihlung bei den beschriebenen Versuchen. 











Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 
7. Mitteilung. 


Uber das Verhalten der prosthetischen Gruppe in 
verschiedenen Losungsmitteln. 


Von Felix Haurowitz. 
Mit 6 Figuren im Text, 


(Aus dem med.-chem. Instit. d. deutschen Universitit in Prag. 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Juli 1927.) 


Das Absorptionsspektrum der prosthetischen Gruppe er- 
leidet bei Anwendung verschiedener Lisungsmittel weitgehende 
Veriinderungen. Der breite, schwache Absorptionstreifen in 
Orange, den eine alkalische, alkoholische Lésung von Haimatin 
besitzt, geht beim Ansiiuern in einen schmalen Streifen im 
Rot neben zwei undeutlichen Streifen im Griin iiber (.saures 
Himatin“), durch gelinde wirkende Reduktionsmittel in zwei 
schmale, intensive Streifen im Griin (.,Haimochromogen“), durch 
Cyanidzusatz in einen breiten, intensiven Absorptionsstreifen 
im Griin (,,Cyanhimatin“), wahrend eine Lésung in wasser- 
haltigem Pyridin zwei unscharfe Absorptionsstreifen im Griin 
zeigt, ungefahr an der Stelle der Streifen des Himochromogens 
(,,Pyridinhimatin‘’). Ahnliche Spektralbilder findet man in 
saurer und in cyanidhaltiger, alkalischer Liésung beim Met- 
himoglobin. 

Auf Grund der genannten Spektralerscheinungen hat man 
Schliisse gezogen, die bisher auf chemischem Wege noch nicht 
bestitigt wurden. So ist die Existenz eines Cyanhimatins 
oder Pyridinhimatins bisher nur auf spektroskopischem Wege 
erschlossen, keiner dieser Kérper rein dargestellt. 
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Die spektroskopische Untersuchungsmethode ist als alleinige 
Untersuchungsmethode sicher nicht geeignet, endgiiltige Ent- 
scheidungen in den eben genannten Fragen zu liefern. Ihr 
Wert und ihre Beschrankung geht aus den bekannten Urteilen 
von M. Nencki, R. Willstaitter, O.Schumm und H. Fischer 
hervor. Da in der vorliegenden Arbeit der Chemismus spek- 
traler Reaktionen aufgeklirt werden sollte, war es jedoch not- 
wendig, vorerst die betreffenden Spektren und ihre Verinde- 
rungen durch Messung der Intensitit im ganzen Bereich des 
sichtbaren Spektrums festzulegen. Zu diesem Zwecke wurden 
Lésungen von verschiedenen Haminen bei Gegenwart und 
Abwesenheit von Cyaniden spektrophotometrisch untersucht, 
der gleiche Vorgang an den entsprechenden Hiimochromogenen 
wiederholt, schlieBlich spektrophotometrisch der Einflu8 von 
Pyridin auf das Spektrum festgelegt. Erst nach Abschluf 
dieser Messungen wurde an chemische Methoden geschritten 
und die Einwirkung von Sauren und Alkalien, ferner von 
Cyaniden, Pyridin und Reduktionsmitteln auf das Molekiil des 
Hiimins untersucht. 

Von den Resultaten dieser Untersuchung sei hier nur 
vorweggenommen, dafS HCN vom Himin in anderer Weise ge- 
bunden wird als etwa Cl-, Br— oder OH~. Die Bindung 
des Cyanids ahnelt jener des Pyridins oder Anilins und erfolgt 
anscheinend unabhingig von der Natur der Substituenten Cl-, 
Br—-, OH- usw. Es empfiehlt sich daher zur Vereinfachung 
der Nomenklatur und um Mibverhiltnisse zu vermeiden, die 
Kinwirkungsprodukte des Cyanwasserstoffes und der Basen 
durch die Bezeichnungen Cyano—Chlorhiimin, Anilino—Oxy- 
himin, Pyridino—Chlorhimin usw. von den reinen Himinen zu 
unterscheiden. Diese neue Bezeichnungsweise ist im folgenden 
bereits durchgefiihrt worden. 


1. Uber das Spektrum einiger Hamine und Hamochromogene 
bei Gegenwart von Cyaniden und Pyridin. 


_ Protohimin, Mesohimin, Mesohimin—Dimethylester und 
Atiohimin wurden in alkalischem Alkohol gelést und diese 
Lésungen bei Gegenwart von NaCN, sowie bei Abwesenheit 
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desselben spektrophotometriert. Die gleichen Messungen wurden 
nach Umwandlung zu den entsprechenden Himochromogenen 


(durch Hydrazinhydrat) durchgefiihrt. Das Resultat dieser 


Messungen ist in Fig. 1—4 wiedergegeben. Auf die Mitteilung 
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der vielen Kinzelmessungen in den verschiedeneu Spektral- 
bereichen wurde aus Griinden der Raumersparnis verzichtet. 
Aus den Figuren ist ersichtlich, daB die durch Hydrazin- 
hydrat bewirkte Umwandlung des Himinspektrums in ein 
Himochromogenspektrum bei allen untersuchten Himinen in 
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gleicher Weise erfolgt, nicht nur was die Lage, sondern auch 
was die relative Intensitit der Absorptionsstreifen anlangt. In 
den Figuren kommt ferner die bereits von Zaleski’, 
H. Fischer’) und O. Schumm) gefundene Verschiebung 
der Streifen nach dem vyioletten Ende des Spektrums bei 
Hydrierung der ungesittigten Seitenketten zum Ausdruck. 
Diese Verschiebung erfolgt auch bei Gegenwart von Cy- 
aniden, sowohl am Hamin wie am Himochromogen; sie 
bedeutet also einen ausgesprochen hypsochromen Effekt. 
Veresterung oder Decarboxylierung des Propionylrestes be- 
wirken keine weitere Lageinderung der Absorptionsmaxima. 
Die durch Cyanide bewirkten Veriinderungen sind ebenfalls 
in allen untersuchten Fillen gleichartig; das Spektrum des 
Haimochromogens wird ~— wie schon Zeyneck*) und Schumm) 
festgestellt haben — durch Zusatz von NaCN stets um den 
gleichen Betrag rotwiirts verschoben; die Absorptionsstreifen 
werden auBerdem, wie die Figuren zeigen, intensiver. 

Das Protohiimochromogenspektrum erleidet unter dem 
EKinflu8 von Pyridin (Fig.5, Kurve [) aibnliche Verinde- 
rung wie durch Zusatz von Cyaniden; die Absorptionsstreifen 
werden intensiver und rotwirts verschoben. — An Stelle des 
Protohiminspektrums tritt in Pyridinlésung von Cl-Himin 
ein breiter Schatten im Griin (Fig. 5, I]), der 2 Maxima er- 
kennen laBt, von denen nur das im Gelbgriin gelegene deut- 
lich ausgebildet ist; bei der Pyridinverbindung des Dimethyl— 
Mesohimins ist nur noch das Maximum im Blaugriin zu 
erkennen (Fig. 5, IV). Dieser Kurve iihnelt jene des ver- 
gleichsweise gemessenen Kathimoglobins (= Globino—Oxy- 
hiimin, Fig. 5, III) und auch jene des Cyano—Oxyhimins (Fig. 6). 
Kine Ahnlichkeit der Absorptionskurve von Pyridino—Himin 
mit den Absorptionskurven von Himochromogenen _besteht 





) J. Zalesky, Diese Zs. Bd. 73, S. 14 (1904). 

*) H. Fischer u. R. Miiller, Diese Zs. Bd. 142, S. 120 (1925). 

3) QO. Schumm, Diese Zs. Bd. 90, S. 1 (1914). 

*) R. Zeyneck, Nowin. Lekarsk. w Poznaniu (Festschr. f. Wach- 
holz) Bd. 38, Heft 10 (1926). 

5) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 153, S. 249 (1926). 
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also nur hinsichtlich der Lage der Absorptionsmaxima; nicht 
beziiglich deren gegenseitigen Intensitiitsverhiltnisses und be- 
ziiglich der GréBe des spezifischen Extinktionskoeffizienten. Dies 
steht in Ubereinstimmung mit den gasanalytischen Versuchen 
der 5. Mitteilung und den Anschauungen von R. Zeyneck?), daB 
durch Pyridinwirkung nicht etwa Umwandlung eines Himins 
in ein Hamochromogen erfolgt. 
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Fig. 5. I = Pyridinhaimochromogen. II = Pyridino - Chlorhimin Ill = Globinohimin 
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Fig. 6. CN—Ht = Cyanhdimatin (Cyanohimin). CN—Hb = Cyanhamoglobin. 
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Nach Heidelberger’) dargestelltes Hiimoglobin wurde 

} 


nach Schalfejew in Protohimin umgewandelt, dieses nach 
Willstatter und M. Fischer’) in Mesohimatin; ein Teil 
desselben wurde nach Nencki mit HBr-Kisessig enteisent, das 
erhaltene Mesoporphyrin nach Willstitter und M. Fischer’) 
in das Phyllin iiberfiihrt, letzteres dann nach H. Fischer‘) zu 
Atioporphyrin decarboxyliert; durch EKinfihrung von Eisen 
nach Zaleski wurde Atiohimatin erhalten. Ein anderer 


') R. Zeyneck, Medizin. Klinik Bd. 21, S. 1201 (1925). 

*) M. Heidelberger, Jl. of Biol. Chem. Bd. 53, 8, 34 (1922). 

*) R. Willstitter u. M. Fischer, Diese Zs. Bd. 87, 8S, 423 (1913). 
4) H. Fischer u. R. Miiller, Diese Zs. Bd. 142, 8. 120 (1925). 
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Teil des Mesohimatins wurde nach dem im zweiten Abschnitt 
beschriebenen Verfahren in den Dimethylester des Meso- 
himatins umgewandelt. 

Samtliche erhaltenen Priparate, (Proto-)hamin, Mesohiimin, 
Atiohimin und Dimethylmesohimin wurden in gleicher Weise 
durch alkoholische NaOH in lésliche Oxyhimine umgewandelt. 
Aus einer jeden dieser Lisungen wurden wiederum vier ver- 
schiedene Lésungen hergestellt, die das Spektrum des ent- 
sprechenden Oxyhimins, des Hydrazin—Himochromogens, des 
Cyanhimatins und des Cyanhimochromogens in alkalischer 
Lésung zeigten. Sie enthielten in 100 ccm 70°/,igen Alkohols 
stets 0,8 g NaOH und die 0,86 mg Fe (d.i. 10 mg Cl-Hiimin 
entsprechende Farbstoffmenge. Die beiden Cy-Derivate ent- 
hielten ferner in 100 com Lésung je 0,5 g NaCN, die beide: 
Hamochromogene je 0,5 g N,H,-H,0. 

Die Spektrophotometrie der so erhaltenen Lésungen wurde 
mittels Hiifnerschen Spektrophotometers in der bereits be- 
schriebenen Weise (3. Mitteilung)') vorgenommen. Abweichend 
von der gegebenen Beschreibung wurde als Lichtquelle stati 
Auerlichtes eine Argentagliihlampe verwendet. Vor und naci 
AbschluB der Arbeit wurde das Photometer gegen Helium 
geeicht und Ubereinstimmung der Wellenlingen gefunden. Die 
angegebenen Extinktionskoeffizienten entsprechen der in siimt- 
lichen Lésungen eingehaltenen Konzentration von 0,000154-n. 
(entsprechend 10 mg Cl-Haimin in 100 ccm); sie bewahrte sich 
am besten im untersuchten Bereich von etwa 650—500 uu. 
BloB bei einigen Himochromogenen wurde es notwendig, die 
Lésungen auf das Doppelte mit dem Loésungsmittel zu ver- 
diinnen, weil die intensive Absorption der beiden Banden im 
Griin genaue Messungen in diesem Spektralbereich er- 
schwerte. — Als Lisungsmittel wurde 70°/,iger Alkohol ge- 
wiblt, denn in wiiBriger Lauge lieB sich Atio- und Dimethy]- 
mesohimin nicht lésen, in starkerem Alkohol fiel NaCN aus. 
Samtliche untersuchten Derivate des Himins und Mesohimins 
gaben klare Lisungen; die Losungen der Derivate des Atio- 





1) F. Haurowitz, Diese Zs. Bd. 138, S. 68 (1924). 
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und Dimethylmesohamins waren ebenfalls klar, gaben jedoch 
ein deutliches 'yndallphinomen. Dieses diirfte fiir die geringere 
Intensitat der Absorption im ganzen gemessenen Spektral- 
bereich verantwortlich sein. Ahnliches hat kiirzlich Zilzer?) 
an Lésungen von O,Hb beobachtet und eingehend erértert. — 
Da die untersuchten Himochromogenlisungen im Laufe einiger 
Stunden auszuflocken begannen und da auch Verseifung der 
Kster zu befiirchten war, wurden samtliche Lésungen sofort 
nach der Darstellung photometriert. Die Lésungen befanden 
sich in einem Absorptionstrog, der vollkommen gefiillt und 
gegen Luftzutritt durch ein Deckglaischen geschiitzt war. 
Kontrollversuche zeigten, daB wahrend der Dauer der Messung 
keine Veranderungen der Spektra auferhalb der Fehlergrenzen 
der Methodik eintraten, insbesondere keine Umwandlung von 
Himochromogen in Hamatin und auch keine Ausflockung. 

Das Resultat der beschriebenen quantitativen Messungen 
wurde in qualitativen Versuchen mittels Taschenspektroskopes 
an Monomethylhimatin, 'Trimethylhimatin und Himatohimatin 
verifiziert. Auch diese Substanzen waren imstande, mit N,H,-H,O 
und mit NaCN die beschriebenen typischen Spektren zu geben. 
Monomethylhiimatin und Trimethylhimatin wurden nach K ister?) 
dargestellt, Himatohimatin durch Einfiihrung von Fe nach 
Zaleski in Himatoporphyrin. 

a-Himin und Himatin gaben im Vergleichsspektroskop 
die gleichen Spektra, wihrend im Ultraviolett Verschiedenheiten 
bestehen sollen.*) Eine Lésung von @-Hamin wurde durch 
Auflésen von @-Cl-Haimin (Schalfejew) in 100 Teilen kalten 
99°/,igen Alkohols, der 0,1°/, NaOH enthielt, erhalten; die 
Hiimatinlésung wurde durch Lésen des gleichen «-Cl-Himins 
in heiBer wiiBriger 10°/,iger NaOH und Verdiinnen mit 
100 Teilen absoluten Alkohols dargestellt. 

Zur Darstellung der in Fig. 5 abgebildeten Absorptions- 
spektren wurden Lésungen verschiedener Hiimine verwandt, 
die stets 0,086 mg Fe in 10 ccm enthielten, also einer 





1) V. Zilzer, Biochem. Zs. Bd. 179, S. 348 (1926). 
*) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 86, S. 186 (1913). 
5) H. Friedli, Bull. Soc. chim. Biol. Bd. 6, S. 908 (1924). 
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0,01°/,igen Lésung von Chlorhamin Aquivalent waren. Pyri- 
dino—Chlorhiimin (Fig. 2) ist eine Liésung von Cl-Himin 
(Schalfejew) in 10°/, Pyridin enthaltendem Wasser; ver- 
wendet man an Stelle des Cl-Himins Hamsiks') Oxyhamin, 
so erhilt man ein Spektrum, das sich im ‘T'aschenvergleichs- 
spektroskop nicht von jenem der Cl-Verbindung unterscheiden 
liBt. Bei Verwendung wasserfreien Pyridins gingen die beiden 
Hiimine zwar in Lésung, zeigten jedoch ein Mischspektrum 
zwischen dem eben beschriebenen und jenem des _,,sauren 
Himatins“; es scheint also, daB durch Wasserzusatz das Gleich- 
gewicht zugunsten der Pyridinverbindung verschoben wird; 
darauf hat bereits Kiister hingewiesen. — Das Spektrum des 
sauren Oxyhimins wurde in 2°/) Oxalsiure enthaltendem 
absolutem Alkohol gemessen. — Pyridino—Dimethylmeso- 
himatin ist eine Lésung von Mesohiimatin-dimethylester 
(Darstellung s. Abschn. 2 dieser Mitteilung) in 10°/, Pyridin 
enthaltendem Wasser. Ein iihnliches Spektrum zeigten Lé- 
sungen von Mesohiimatin oder Atiohiimatin in Pyridin, ferner 
Lésungen von Cl-Hiimin in Aniline. — Pyridin—Himo- 
chromogen wurde durch Zusatz einiger Kérnchen Na,S,O, 
zu der Liésung des Pyridino-Cl-Himins erhalten; die so 
erhaltene Loésung war leicht getriibt. — Das Spektrum des 
Globino—Himins (= Kathimoglobin) wurde erhalten, indem 
1 com 20°/,iger Oxyhimoglobinlésung mit 1 ccm 2n-NaOH 
und 8 ccm Wasser bis zum Auftreten des reinen alkalischen 
Himatinspektrums im Wasserbade erhitzt, hierauf durch Ein- 
leiten von CO, neutralisiert wurde. 


2. Uber die Einwirkung von saurer und alkalischer 
Reaktion auf Hamin. 


Die oxydierten Formen des Blutfarbstoffes (Methimoglobin, 
Oxyhiimin) zeigen in saurer und alkalischer Lésung_ver- 
schiedene Spektren (s. Fig. 1, Fig. 6, ferner 3. Mitteilung”), 
Fig. 1). Als Ursache fiir dieses Verhalten wurde von uns”) 
Umlagerung eines Oxo- in ein Oxysauerstoffatom vermutet, 





1) A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 148, 8. 99 (1925). 
*) F. Haurowitz, Diese Zs. Bd. 138, S. 68 (1924). 
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ihnlich der von Conant*) vermuteten Umlagerung einer 
benzoiden in eine chinoide Form. Es war dabei auch die 
Moglichkeit erwogen worden, daB die umlagerungsfahige 
OH-Gruppe des Oxyhimins an einem C-Atom des Molekiils 
hafte.?) Fir diese Auffassung sprach unter anderem der Be- 
fund Kiisters, daB diese OH-Gruppe durch Diazomethan und 
durch Dimethylsulfat in saurer Loésung, nicht in alkalischer, 
verestert werden kann. Es werden dabei aus Hiamatin*) bzw. 
Methimoglobin‘) trimethylierte Produkte erhalten; nach Kiister 
wiirde Fe-—-OH dabei in Fe—OCH, iibergehen, nach der eben 
ceiuBerten Vorstellung dagegen C—OH in C—OCH,; letzteres 
schien wahrscheinlicher, da die Veresterung von Fe—OH bisher 
niemals beobachtet worden ist. 

Die im folgenden beschriebene Untersuchung ergab jedoch, 
daB die Methyherung von Himatin mit Dimethyisulfat nur 
zur Veresterung beider COOH-Gruppen fiihrt und daB das 
dritte Methoxyl einem in die Seitenkette eingelagerten Molekiil 
CH,—OH entstammt. 

—CH—CH, —CH—CH, 
—CH=CH, -—-> | | oder | 
H OCH, OCH, 

Kine Methylierung von Fe—OH hatte also nicht statt- 

refunden. Denn das trimethylierte Haimatin hef sich (zum 


Veil) in ein trimethyliertes Br-H‘imin tiberfihren, ohne — OCH, 
zu verlieren. Es spaltete durch NaOH nur zwei Methyle ab, 
ebenso durch Bromwasserstoff—Kisessig; das dritte Methoxyl 
bheb haften, trotzdem Fe abgespalten war; es gehérte also 
im Gegensatz zu den leicht abspaltbaren Kster—Methylgruppen 
einer Ather—Methylgruppe an. Das trimethylierte Himin gab 
mit Siiuren, Laugen, Cyaniden, Pyridin und Reduktionsmitteln 
die typischen Spektralreaktionen der Hiimine; bloB waren die 
Absorptionsstreifen gegen das violette Ende des Spektrums 
verschoben und &hnelten jenen der entsprechenden Derivate 
des Himato—Himatins, d. h. des Fe-Salzes des Himato- 


< 
r 


) J. Conant, Jl. of Biol. Chem. Bd. 57, S. 401 (1928). 
?) F. Haurowitz, Diese Zs. Bd. 164, S$. 256 (1927). 

°) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 86, S. 130 (19183). 

*) W. Kiister, Chem. d. Zelle Bd. 12, S. 3 (1924). 
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porphyrins. Diese Befunde stehen im Hinklang mit den von 
Schumm ?)und Kiister?) kiirzlich beschriebenen Beobachtungen 
iiber Verinderungen der ungesiattigten Seitenketten unter dem 
KinfluB von HCl-Methylalkohol. — Es ist nach den mitgeteilten 
Resultaten ohne weiteres verstindlich, daB das in den Seiten- 
ketten gesittigte Mesohimatin bei analoger Behandlung mit 
Dimethylsulfat nur zwei Methyle aufnahm. 

Zur Entscheidung tiber die Bindungsweise des O im Oxy- 
himin wurde auch die Aldehydreaktion mit fuchsinschwefliger 
Siure herangezogen. ‘T'atsichlich gaben alle untersuchten 
Himine — im Gegensatz zu den Porphyrinen — in neutraler 
Lésung eine Rotfirbung. Dieselbe war jedoch nicht als 
Aldehydreaktion aufzufassen, denn sie verschwand bei Zusatz 
von Sauren. 

Das umlagerungsfahige OH des Oxyhimins (bzw. Hiima- 
tins) hatte sich somit als nicht methylierbar erwiesen. Es war 
daher unwahrscheinlich, daB es an einem C-Atom hafte. Es 
konnte auch die von uns friiher vermutete Oxy-Oxo-Umlagerung 
keine Bedeutung fiir den Farbumschlag haben, denn Cl-Haimin, 
bei dem eine solche Umlagerung nicht méglich ist, zeigte in 
saurem und alkalischem Lésungsmittel gelést nahezu die gleichen 
Spektren wie Oxyhimin. — Auch Wasseraufnahme konnte nicht 
wesentlich sein, denn weitere Versuche zeigten, daB das Spek- 
trum in vollkommen wasserfreien Medien den gleichen Farben- 
umschlag zeigt. DaB den Seitenketten keine Bedeutung fiir 
die Umlagerung zukommt, geht aus den Versuchen des ersten 
Abschnittes hervor. SchlieBlich kann nach den letzten Ver- 
suchen von R. Kuhn‘) und Mitarbeitern nicht gut an eine 
Umlagerung von benzoidem Pyrrolen in chinoides Pyrrol ge- 


dacht werden. 

Gegen unsere Annahme eines Carbony] in der prosthetischen Gruppe 
hat bereits W. Kiister‘) eine Reihe von Einwiinden erhoben. Nach 
Kiister ergiibe sich aus der Annahme eines Carbonyls die unhaltbare 





' O. Schumm, Diese Zs. Bd. 166, 8. 9 u. 319 (1927). 

*) W. Kiister u. K. Schlayer, Diese Zs. Bd, 168, S. 299 (1927). 

*) R. Kuhn, L. Brann, C. Seyffert u. M. Furter, Chem. Ber. 
Bd. 60, S. 1151 (1927). 

*) W. Kiister, Chem. d. Zelle Bd. 13, S. 50 (1926). 
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Folgerung, daB Eisen am Gasaustausch unbeteiligt sei; gerade die Redu- 
zierbarkeit durch H,S beweise, da8 die Reduktion am Eisen erfolge; 
die Annahme eines Carbonyls sei mit der Konstitution der prosthetischen 
Gruppe nicht vereinbar. — Zu diesen Einwinden ist zu bemerken, daB 
ein etwa vorhandenes Carbonyl durch Nebenvalenzbindung den Gas- 
austauseh, der natiirlich nur am Fe stattfinden kann, beeinflussen kinnte; 
fiir die Reduktion von Ketonen durch H,§ existieren viele Beispicle 
(vgl. Lasser-Cohn, Arbeitsmethoden); daB die Existenz eines Carbo- 
nyls mit der Konstitution der prosthetischen Gruppe wohl vereinbar 
wire, zeigt eine Enolformel des Pyridin-Himins, die W. Kiister') selbst 
aufgestellt hat, und die Umlagerung zu tautomerem Keton gestattet. 


Die Differenz zwischen der in saurer und in alkalischer 
Liésung befindlichen Form des Himins konnte somit weder auf 
tautomerer Umlagerung eines Ketons, noch auf solcher eines 
Pyrrolens in Pyrrol, noch auf Hydratation oder Umlagerung 
der Seitenketten beruhen. Uberfiihrungsversuche ergaben schlieb- 
lich, daB der Anderung des Spektralbildes auch eine Ande- 
rung des elektrischen Ladungssinnes entspricht. Solche 
Ladungen hatte bereits W. Kiister’) vor lingerer Zeit aus 
Leitfahigkeitsmessungen erschlossen. In unseren Versuchen war 
stets in saurer wie in alkalischer Lésung das Cl-Atom frei 
dissozilert als Cl-Anion vorhanden (s. Tab.1). In schwach alka- 
lischer Lésung blieb der Farbstoffrest neutral, d.h. er wanderte 
nicht. Da jedoch Cl~ anodisch wanderte, muB der Farbstofi- 
rest ein Kation abdissoziiert haben; dies kann nur ein H-lon 
sein, denn die Kathodenfliissigkeit gab beim Eindampfen keinen 
Riickstand; die Formel der Himine in alkalischer Lésung ist 
also H+ ~[R]*Cl~. In saurer Lésung wanderte der Farbstoff- 
rest kathodisch, so da&S den Haminen in saurer Lisung die 
Formel [RH]*Cl~ zukommt. Diese relativ einfachen Verhiilt- 
nisse gelten natiirlich nur fiir Himine ohne freie COOH-Gruppen, 
z. B. Atiohimin oder Dimethylhimin. Das Vorhandensein 
solcher COOH-Gruppen ist jedoch fiir die untersuchten typi- 
schen Spektralreaktionen ziemlich belanglos (s. 0. Abschn. 1). 

Die Uberfithrungsversuche muften, da Himin und seine 
Kster in Wasser unldéslich sind, in organischen Lésungsmitteln 





1) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 141, 8. 283 (1924). 
*) W. Kiister, Diese Zs. Bd, 110, $.112 (1910); Bd.141, S.283 (1924). 
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vorgenommen werden. Die Ausschlage solcher Versuche sind 
wegen der geringen Leitfahigkeit im allgemeinen zu gering- 
fiigig, um irgendwelche Riickschliisse zu erlauben. Die Uber- 
windung dieser Schwierigkeit gelang jedoch glatt durch Ver- 
wendung hochgespannter Stréme nach dem Vorschlag von 


R. Firth.) 


a) Versuche zur Methylierung der reduzierbaren 
OH-Gruppe des Oxyhimins. 


3,5g Cl-Hamin (Schalfejew) nach Kiister methyliert, 
ergeben 2,2 g amorphes trimethyliertes Himatin. Da das 
Praiparat nicht krystallisierte, kann nichts dariiber ausgesagt 
werden, ob es ein einheitliches Trimethylhiimin ist oder eine 
Mischung von Dimethylhimatin und tetramethyliertem Himato- 
himatin. 

26,5mg Substanz gaben 5,65cem n/50-AgNO, (nach Preg!- 
Kirpal-Biihn). 

20,4 mg Substanz gaben 2,456 mg Fe,0,. 

Ber. CH, 6,70°/, Fe,0, 11,8 °/, 
Gef. ,, 6,40 12,0 

Nach 8 tigiger Behandlung mit 10°/, methylalkoholischer 
NaOH, dann mit essigsaurem Wasser gefiillt, gewaschen, ge- 
trocknet, wird ein monomethylierter Koérper erhalten. 

15,0 mg Substanz gaben 1,1 ecm n/50-AgNOg. 

Ber. CH, 2,33 °/, Gef. CH, 2,20 °/, 

Nach Einwirkung von HBr-Eisessig wurde ein amorphes 
Porphyringemisch erhalten, das noch 1,7°/, CH, enthielt; es 
war, wie die Ather der Porphyrine und im Gegensatz zu den 
Estern in NaHCO, léslich.’) 

7,4 mg Substanz gaben 0,42 cem n/50-AgNQO,. 

Gef. CH, 1,7 °/). 


Mit Cyaniden oder N,H,-H,O gibt trimethyliertes Himatin 
die typischen Spektra des entsprechenden Himochromogens 





1) R. Fiirth, Kolloidzeitschr. Bd. 37, S. 203 (1925). 
2) W. Kiister, Diese Zs. Bd.86, S. 51 (1913); Bd. 94, S. 172 (1915). 




















Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 947 


baw. der Cy-Verbindung. Da8 tatsiichlich Reduktion eintritt, 
war bereits in der 5. Mitteilung'!) gezeigt worden. 

Das Absorptionsspektrum des trimethylierten Himatins 
clich eher jenem des Himato—Hiimatins, als jenem des Proto- 
hiimatins. Die oben gegebene Deutung, nach welcher die dritte 
CH,O-Gruppe in der Seitenkette gebunden ist, erscheint dadurch 
cestiitzt. Ahnliche Verinderungen hat kiirzlich O. Schumm 2) 
bei der Veresterung mit HCl1+CH,OH vermutet. — Je 10 mg 
der im folgenden genannten Himine wurden durch Auflésen 
in 10ccm Pyridin und Zusatz eines Tropfens Hydrazinhydrat 
nach Schumm?) in die entsprechenden Hiimochromogene ver- 
wandelt und mit Taschenspektroskop die Lage der Absorptions- 
streifen bestimmt. 


Bezeichnung I II 
(Proto-) Himin ... . 558 uu 529 wu 
Monomethy|l-Hiimatin 558 ,, 528 , 
Dimethyl-Himin 556 ,, 525 -,, 
Trimethyliertes Hiimatin 551 ,, 520 ,, 
Himatohiimatin . .. . 549,, 518 ,, 


Hamin nach Schalfejeff gewonnen; Monomethylhimatin 
nach Kiister*; Dimethyl—Himin durch kurze Behandlung von 
Blutfarbstoff mit kochendem HCl- Methylalkohol; es enthielt 
3,7 °/, CH, *) (l4mg=1,74 ccm n/50-AgNO,); Himato-Himatin 
dargestellt durch Einfithrung von Fe in Nencki- Himato- 
porphyrin. 

Das Kiistersche Methylierungsverfahren, auf Mesohiimin 
angewandt, lieferte an Stelle eines trimethylierten ein dimethy- 
liertes Produkt. 


‘ 


1) F. Haurowitz, Diese Zs. Bd. 164, S. 256 (1927); und zwar 
Tab. I, Versuch 7; der Versuch wurde, um Verseifung zu vermeiden, 
mit 0,2°/, NaOH enthaltendem Alkohol wiederholt; es wurde die gleiche 
Menge N, entwickelt; der Methylgehalt des Priiparates ist auf S. 257 
irrtiimlich mit 6,7°/, anstatt mit 6,4°/, angegeben. 

2) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 166, 8. 9 u. 319 (1927), 

*) O.Schumm, Diese Zs. Bd. 144, 8. 273 (1925). 

*) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 86, 5. 190 (1913). 

5) Ber. 4,6 °/,; also ein Gemisch von Mono- und Dimethylhimin; 
nach Schumm!) diirfte hier bereits die ungesiittigte Seitenkette ver- 


andert sein. 
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Mesohiimatin!) (aus Hamin durch KOH, Methylalkohol und 
Pyridin bei 200°) nach Kister in alkalischer, waBriger, dann 
in methylalkoholischer Lésung mit Dimethylsulfat methyliert; 
aus 1,5g Hamin 1,1g methylierten Produktes erhalten. 

10,2 mg Substanz gaben 1,55 cem n/50-AgNOQ,. 


Ber. CH, 4,54 °/, Gef. CH, 4,56 °/, 
13,94 mg Substanz gaben 1,676 mg Fe,Q,. 
Ber. Fe,O, 12,1 °/, Gef. Fe,0, 12,0 °/, 


Trimethyliertes Himatin ]aBt sich in Halogenhimine iiber- 
fiihren, ohne seine Methylgruppen zu verlieren; keine derselben 
kann daher dem reduzierbaren OH-Rest des Molekiils an- 
gehoren. 

1,0 g trimethyliertes Himatin 5 Minuten mit 100 ccm 
Methylalkohol unter Zusatz von 0,1 ccm konz. H,SO, und 1g 
NaBr gekocht, dann gekihlt, mit NaOH neutralisiert, Fiallung 
mit Wasser Br-frei gewaschen, im Vakuum iiber H,SO, ge- 
trocknet. Ein Teil war durch diese Behandlung in ein Brom- 
himin tbergegangen ohne OCH, abzugeben. 

14,4 mg Substanz gaben 3,12 cem n/50-AgNO,. 

Gef. CHs 6,5°/,. 

8,1 mg Substanz gaben 0,329 mg AgBr. 

Gef. Br 1,73 °/,. 





b) Versuche tiber die Kinwirkuug fuchsinschwefliger 
Saéure auf Hamin. 


Schwach alkalische Lésungen von Cl-Himin (Schalfejew), 
Mesohiimin oder Atiohimin geben mit neutralen Lésungen von 
fuchsinschwefliger Saéure intensive Ro.firbung. Da diese nach 
Zusatz von Siure verschwindet, kann nicht an eine Aldehyd- 
reaktion gedacht werden. Auch Oxydationswirkung des Himins 
scheint nicht vorzuliegen, denn es tritt keine Spur eines 
Himochromogenspektrums auf, auch nicht nach Zusatz von 
Pyridin, wohl aber nach Zusatz des reduzierenden Na,S,O,. 
Vielleicht liegt hier eine komplexe Bindung des S-haltigen 
Restes an Kisen vor; Kontrollversuche ergaben, da Na,SO, 





1) R. Willstitter u. M. Fischer, Diese Zs. Bd.87, 8. 494 (1913). 





Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 949 


das Haminspektrum in alkalischer Lésung nicht zu beeinfiussen 
vermag. 
Die Reaktion erscheint dadurch bemerkenswert, daB sie 
an allen untersuchten Haminen positiv, an allen Porphyrinen 
negativ war. 


c) Versuche iiber den Ersatz von OH durch Cl. 


Die Lésungen des Cl-Himins (Schalfejew) gaben in saurer 

und alkalischer Lésung dasselbe Spektrum wie jene des Oxy- 

himins (Hamsik)!). Sie wurden fiir diese Versuche in warmem 

Kisessig bzw. in alkoholischer NaOH gelést und im Vergleichs- 

spektroskop beobachtet. Um Umtausch von Cl gegen OH bei 

l diesen Versuchen zu vermeiden, wurden sie nochmals in wasser- 

freiem Medium wiederholt, namlich in Essigsiureanhydrid und 

in einer Lésung von Na-Alkoholat in absolutem Alkohol. Das 

Resultat war wiederum vollkommene Ubereinstimmung zwischen 

den Spektren des Cl- und des Oxyhimins. Damit ist Oxy-Oxo- 

Tautomerie oder Hydratation als Ursache der Farbinderung 
ausgeschlossen. 


_ 2 





d) Uberfiihrungsversuche. 


Die Versuche wurden mit der von Firth a.a. QO. be- 
schriebenen Apparatur ausgefiihrt. Der stidtische Wechsel- 
strom von 120 Volt.und 50 Perioden wurde hinauftransformiert, 
durch eine mit Gleichstrom geheizte Gliihkathodenroéhre gleich- 
gerichtet und mittels Platinelektroden in die Lésung geleitet. 
Dieselbe befand sich in einem UberfithrungsgefiiB, das in An- 
lehnung an den Kataph»reseapparat von Pauli-Landsteiner 
von Hrn. Dr. Z. Stary?) im hiesigen Institut konstruiert worden 
war. Es hatte V-Form; die beiden 15cm langen, 10mm 
weiten Schenkel waren in halber Héhe durch Hahne mit 
10mm weiter Bohrung versehen, wodurch ein unterer kommuni- 





1) A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 148, 8. 99 (1925). 

*) Z. Stary, unveréffent’ichte Versuche; ohne die freundliche 
Uberlassung dieser Apparatur durch Hrn. Dr. Stary wiiren die vorliegen- 
den Versuche unmdglich gewesen; fiir diese und fiir seine wertvollen 
Ratschlige sei ihm daher auch hier der herzlichste Dank ausgesprochen. 
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zierender V-formiger Mittelraum von einem Anoden- und einem 
Kathodenraum abgetrennt wurde. Die beiden letzteren waren 
nicht wie beim Pauli-Landsteinerschen Apparat direkt 
durch ein Ausgleichsrohr verbunden, sondern — wegen sonst 
eintretender Stérungen durch den hochgespannten Strom — 
durch ein etwa 70cm langes, 5mm weites gebogenes Glasrobr. 
— Der primire Wechselstrom wurde durch einen Widerstand 
stets auf 1,6 Ampere reguliert, der Heizstrom auf 3,5 Ampere. 
Die Stromstiirke im Hochspannungskreis blieb stets unter 
0,1 Milliampere, die Spannung erreicht in Abhingigkeit von 
dem angewandten Liésungsmittel maximal 2700 Volt; sie wurde 
an einem Goldblattelektroskop abgelesen. 

Zu den Versuchen wurde krystallisiertes « - Cl - Hiimin 
(Schalfejew) aus Rinderblut verwendet, sowie krystallisierter 
Cl-Himin—Dimethylester. Der letztere wurde aus Rinder-Blut- 
farbstoff nach dem Verfahren von Mérner-Kiister durch 
Behandlung mit methylalkoholischer HCl gewonnen; er war 
durch den Monomethylester verunreinigt. Von Lipoiden waren 
die Priiparate durch stundenlange Extraktion mit Petroliither 
befreit. Analyse des Esters ergab 4,05 °/) CH,, 12,2°/, Fe,O,. 


35,5 mg Substanz gaben 4,78 eem n/50-AgNQs. 


Ber. CH, 4,5 °/, Gef. CH, 4,05 °/, 
15,03 mg Substanz gaben 1,842 mg Fe,Og. 
Ber. Fe,O, 12,1 °/, Gef. Fe,O, 12,2 °/). 


Die zur Verwendung gelangenden Lésungsmittel waren 
von verunreinigenden Substanzen, vor allem von Spuren Cl, 
durch Destillieren iiber gekérntem KOH befreit. Die Farb- 
stofflésung gelangte in den V-formigen Mittelteil des Apparates; 
Anoden- und Kathodenraum sowie das diinne Glasrohr wurden 
mit dem farbstoffreien Lésungsmittel gefiillt, die Platinblech- 
elektroden eingetaucht und die Apparatur zum Temperatur- 
ausgleich '/, Stunde stehen gelassen. Dann wurden alle Hihne 
gedfinet, ohne daB Schlierenbildung eintreten durfte, und der 
Strom geschlossen. 

Die Wanderung des Farbstoffes erfolgte meist derart schnell, 
da8 das Resultat nach wenigen Minuten bereits deutlich war. 
Nach 1/,—1 Stunde wurde der Strom unterbrochen, die Hihne 
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geschlossen und Anoden- wie Kathodenfliissigkeit analysiert. 
Die Bestimmung des Farbstofigehaltes geschah colorimetrisch 
durch Herstellen einer Vergleichslésung in gleichem Lésungs- 
mittel mit bekanntem Farbstoffgehalt. Zur Cl-Bestimmung 
wurde nach Zusatz von 0,2ccm 10°/,iger AgNO,-Lésung am 
Wasserbad eingedampft, dann in konzentrierter HNO, gelést, 
nach Carius aufgeschlossen und AgCl nach Preg] in Filter- 
rohrchen auf der Mikrowage gewogen. Die in der Anoden- 
fliissigkeit gefundenen Cl-Mengen sind vielleicht etwas niedriger 
als die tatsiichlich vorhandenen Mengen; denn durch die oxy- 
dierende Wirkung der Anode kénnte Cl, gebildet und, trotz- 
dem AgNO, vorhanden war, beim Erwirmen am Wasserbad 
verloren gegangen sein. 

Tabelle I. 











B bp Ps Anode Kathode 
Beles! 2  ‘Farbstoff& | | Farbstoff 
es ot ES ee | y etnnwent 
--i -— - Wande- « » |Wande-|, 
ee} Lh ac mg mg Spektr.| MS | Spektr. 
= PR. § mg rung Spektr i eee pektr. mg 
100 |1000] sauer j++ , 0) kath. s. Ht. |Spur| kath. s. Ht. 1, 
15 | 1000 ‘ + 0 » lw weet ls » «» (@ 
10 |1100] neutral |9,114 0 " a" 0,015) O alk. Ht. 0 
| 
9 600 » 40,150 0 1» yy «=~ 0,012) =O er 
15 |1400] alkal. 0,165 0 0 alk. Ht.}0,026) 0 i: ae 
15 800 5» Itt 0 0 » 9» |Spur| 0 eda 
Sing }1200 “ 0; 0 + « 0 -~ wale 
Atio- 
hiimin 




















Als Liésungsmittel dienten in Versuch 1 und 6 Methyl- 
ithylketon, in den anderen Versuchen absoluter Alkohol. Saure 
Reaktion wurde in Versuch 1 durch Zusatz eines Tropfens 
konzentrierter H,SO, hergestellt, in Versuch 2 durch einen 
Tropfen Hisessig, alkalische Reaktion durch Auflisung von 
etwa 5mg metallischem Na in 1 ccm absoluten Alkohols und 
Zusatz dieser Lisung zum Lisungsmittel. Der Wanderungs- 
sinn geht nach der Tab. 1 dem spektralen Befunde parallel; 
solange der Farbstoff das Spektrum des ,,sauren Himatins“ 
zeigt, erfolgt Wanderung zur Kathode; beim Spektrum des 
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yalkalischen Haimatins“ erfolgt Stillstand. — ,,s. Ht.“ bedeutet 
in Tab. I ,Spektrum des sauren Himatins“, ,alk. Ht.“ ,Spek- 
trum des alkalischen Himatins“, ,,kath.“ bedeutet kathodische 
Wanderung. — Durch die ungleichartige Wanderung in Ver- 
such 3 und 4 ergab sich ein fir Uberfiihrungsversuche un- 
gewohntes Bild; der anodische Schenkel des GefiaBes’ zeigte 
eine braune Lésung und das Spektrum des sauren Himatins, 
der kathodische Schenkel eine rote Lésung und jenes des 
alkalischen Himatins. Wihrend dieser unverindert blieb, 
wanderte der im anodischen Schenkel befindliche Farbstoff 
kathodisch. Die scharfen Grenzflichen der Farbstoffsiule ver- 
hielten sich also verschieden, indem die anodische sich senkte, 
die kathodische stillstand. 

Statt des in den Versuchen 5 und 6 beschriebenen Still- 
standes wurde schwache kathodische Wanderung beobachtet, 
wenn 96°/,iger Alkohol an Stelle des wasserfreien Lésungs- 
mittels verwendet worden war. Die Deutung dieses Befundes 
ist nicht klar; man kénnte an Umwandlung von >N in 
>NH+t-+OH- denken. 


8. Uber die Einwirkung von Pyridin auf Hamine 
und den Blutfarbstoff. 


Der Farbstoff einer Lésung von Cl-Hamin in Pyridin 
laBt sich durch Petrolaither ausfallen. Die Fillung erweist 
sich nach Waschen mit Petroliather als frei von Pyridin. Wenn 
man also eine Bindung von Pyridin an Himin als Ursache 
des eigenartigen Absorptionsspektrums annehmen will, wie 
dies W. Kiister durch seine Formeln') zum Ausdruck ge- 
bracht hat, so ist diese sicher auBerordentlich labil. — Nach 
Kiister') bewirkt Pyridin einfache Salzbildung, so daB das 
Kisen der prosthetischen Gruppe in das Anion gelangen 
miiBte. Die im folgenden beschriebenen Uberfiihrungsversuche 
fiihren jedoch zu einer anderen Auffassung. Durch die Base 
Pyridin — und ebenso durch Anilin — wird der eisenhaltige 
Farbstoffrest der prosthetischen Gruppe zum Kation, das Cl 
zum Anion (s. Tab. II). Man k6nnte vielleicht an die Bildung 





1) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 141, 8S. 283 (1925). 
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einer Komplexverbindung denken, in Analogie zur EKin- 
wirkung von Pyridin auf AgNQ,. 

Die Einwirkung von Pyridin auf den ungespalteten Blut- 
farbstoff laBt sich leicht verstehen, wenn man die Spektra des 
Pyridin-hiamochromogens und des Pyridino-Himins auseinander- 
hilt (vgl. Fig. 5, I bzw. Il). Aus den reduzierten Formen 
Hb und O,Hb entsteht unter Spaltung der Bindung mit dem 
Kiweibkomplex Pyridin-hiimochromogen, aus O,Hb aufSerdem 
molekularer O,, der bei Laugenzusatz Oxydation zu Pyridino- 
oxyhimin bewirkt; aus der oxydierten Form Methimoglobin 
entsteht Pyridino-Oxyhimin. 

[. Hiimoglobin + Pyridin = Pyridin-hamochromogen + Globin. 
If. Oxyhiimoglobin + Pyridin = Pyridin-himochromogen + O, +- Globin. 
III. Methiimoglobin + Pyridin = Pyridino-oxyhimin + Globin. 


a) Versuche zur Isolierung von Pyridino-hiamin. 


Kine 2°/,ige Lésung von Cl-Haimin in Pyridin wurde mit 20 Volum 
Petrolither gefallt und so oft mit demselben dekantiert, bis die Waseh- 
fliissigkeit frei von Pyridin war. Die Bestimmung des Pyridins erfolgte 
durch Schiitteln der Dekantierfliissigkeiten mit wiiBriger n/10-H,SO, 
und Riicktitrieren mit KOH und Congorot. Der erschépfte Riickstand 
wurde in 40°/,iger NaOH gelést, dadurch in alkalisches Hiimatin ver- 
wandelt und mit Petrolither neuerlich extrahiert; er gab jedoch an 
letzteren kein Pyridin mehr ab. Dementsprechend gelingt es auch 
nicht — wie besondere Versuche zeigen — Cl-Himin mit 1 oder 2 Aqui- 
valenten Pyridin in Lésung zu bringen; es bedarf vielimehr eines be- 
triichtlichen Uberschusses an Pyridin. 


b) Uberfiihrungsversuche. 

Die Wanderung in Versuch 1—5 (Tab. [1) erfolgte so schnell, 
da bereits nach 30 Minuten unterbrochen wurde. Die Farbstoff- 
siiule verschob sich stets als ganzes, die Farbstoffgrenze hob 
sich also an der Kathode und senkte sich an der Anode; die 
Verschiebung betrug in 30 Minuten etwa 10—25 mm. In den 
Versuchen mit Pyridin gab die Kathodenfliissigkeit das Spektrum 
des Himochromogens. In Versuch 5 wurden Anoden- und 
Kathodenfliissigkeit mit NaOH ausgeschiittelt und Cl in der 
wiBrigen Lauge durch AgNO, und HNO, nachgewiesen. Die 
verwendeten Lésungsmittel waren zur Reinigung stets iiber 
AgNO, destilliert. 





ee Ne it te 
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Tabelle II. 
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Liésungsmittel in Vers. 2 war 50°/, Pyridin-Wassergemisch, in Vers. 7 
5°/) HCN in Methylalkohol, in Vers. 8 2°/, HCN in 50°/, igem Athylalkohol. 


c) Kinwirkung von Pyridin auf Blutfarbstoff. 

1°/,ige wiBrige Lésung von Himoglobin oder Oxyhiimo- 
globin gibt mit Pyridin versetzt typisches Pyridin-himo- 
chromogenspektrum (Fig. 5, I). Wurde O,Hb vor Pyridin- 
zusatz durch K,FeCy, oder durch linger dauernde Behandlung 
mit Alkohol in Methiimoglobin umgewandelt, so bewirkte 
Pyridinzusatz typisches Pyridino-himinspektrum (Fig. 5, II). 
Der nach Gleichung II (s. 0.) aus Oxyhimoglobin entwickelte 
Sauerstoff laBt sich leicht nachweisen; denn setzt man nach 
Einwirkung des Pyridins starke Lauge zu, so tritt durch 
Oxydationswirkung dieses Sauerstoffes das Spektrum des alka- 
lischen Himatins auf; entfernt man jedoch nach Pyridinzusatz 
den Sauerstoff durch einfaches Evakuieren, so bleibt nach 
Laugenzusatz das Himochromogenspektrum bestehen. 


4. Uber die Einwirkung von Cyaniden auf Hamin. 


Cl-Himin oder Oxyhimin lassen sich durch wasserfreie 
Blausiure in Lésung bringen. Diese Liésung zeigt das typische 
Spektrum des Cyano-himins, namlich einen intensiven breiten 
Absorptionsstreifen bei etwa 2 = 550 wu. Beim allmahlichen 


)Q 


50 


Cl-Gehalt Farbstoff- 
2 in mg gehalt in mg] 2 
Substanz & Lisungsmittel ~ 2 ~ & E cC 
: elate tear 
‘a a |2¢4->e-oe 
a | ts 
Hiimin 100} Pyridin 0,780 | Spur 0 | 8,4 | 1000 
i. 30} 50°/, Pyridin 0,098 | Spur 0 4,0 340) 
Hiiminester | 25] Pyridin 0,186 | 0,070 0 | 7,5 1000 
- 70} Pyridin 0,357 | 0,031 0 | 3,0 | 2300 
Haimin 50] Anilin +> 1 ++ 0 | 5,5 27( 
, 10] 10°/, wiBr. HCN | 0,282 10,023] 23 | 0 480) 
Himinester | 15] 5°/, HCN 09 | O 
. 10] 2°/, HCN 0,3 0 17( 
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Abdunsten dieser Liésung ficlen hellrote Krystallnadeln aus 
vielleicht eine Verbindung der betreffenden Himine mit HON. 
Sie verwandeln sich jedoch nach vollkommenem Abdunsten 
des Lésungsmittels schnell in dunkelbraune typische Himin- 
krystalle, so daB ihre Analyse nicht durchgefiihrt werden konnte. 
Durch Verdiinnen der HCN-Lésung des Cl-Hiimins mit Wasser 
und Zusatz verdiinnter Essigsiiure fiel em in Wasser unlés- 
licher Niederschlag aus, der frei von Cl und CN war. Dieser 
Vorgang erinnert an die Umwandlung von Cl-Himin in 
Cl-freies Oxyhiimin baw. De(HCIhimin unter dem EKinfluB yon 
Basen und nachfolgender Behandlung mit Essigsiiure (vel. 
hiertiber Kiister).*) 

Uberfiihrungsversuche (s. 0. Tabelle IJ) ergaben, daB bei 
(Jegenwart von HCN sowohl Cl als der Farbstoffrest anodisch 
wandern, jedoch nicht etwa als Cl-Hiimin, sondern als zwei 
getrennte Anionen. An der Anode liBt sich also das freie 
Cl-Ton nachweisen, wiihrend der Farbstoff als unloslicher 
Niederschlag ausfiockt, frei von Cl und CN. 

Die Einwirkung der HCN auf Methimoglobin bzw. Oxy- 
hiimin war von uns?) urspriinglich als Cyanhydrinbildung auf- 
gefaBt worden. Diese Auffassung laBt sich nach dem im 
2. Abschnitt gesagten nicht aufrechterhalten. Es legt nahe, 
auf Grund der Uberfiihrungsversuche an komplexe Bindung 
des Cyanids zu denken und den Vergleich mit dem analogen 
Verhalten der Silbersalze heranzuziehen. — W. Kiister*) hat 
dagegen echte Salzbildung am OH des Methiimoglobins an- 
genommen, also Ersatz von OH durch CN, etwa nach der 
Gleichung 

Hb—OH + HCN = Hb—CN + H,O. 

Auf das Himin kann diese Anschauung kaum iibertragen 
werden, denn der Farbstofirest wandert nach Zusatz von HCN 
anodisch, was wohl nur durch Bildung eines komplexen Anions 
erkliirlich ist. 





) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 40, S. 391 (1903). 

*) F. Haurowitz, Diese Zs. Bd. 138, S. 68 (1924). 

5) W. Kiister, Chem. d. Zelle, Bd. 13, 8. 62 (1926); Diese Zs. Bd. 66, 
S. 246 (1910). 





a 


256 Felix Haurowitz, 


a) Versuche zur [solierung des Cyanohamins, 


Die Absorptionsspektren verschiedener Cyanohiimine sind im 
1. Abschnitt in Fig. 1—4 abgebildet. Durch schwaches Ansiiuern mit 
Mineralsiuren gehen sie in jene des sauren Hiimatins iiber; dagegen 
bedarf es stiirkeren Alkalis, um die Spektren des alkalischen Himatins 
auftreten zu lassen, etwa 10°/, iger NaOH. 


Wiahrend sich Cl-Haimin und Oxyhimin (dargestellt nach 
Hamsik)') in verdiinnter Blausiure nicht lésten, gingen in 
konzentrierte HCN betriachtliche Mengen in Lésung. 1 Teil 
Cl-Himin (Schalfejew) léste sich in etwa 450 Teile wasser- 
freier HCN, in etwa 1000 Teile 50°/, wiBriger oder alkoho- 
lischer HCN. Ahnlich war die Léslichkeit des Oxyhimins. 
Kin Versuch aus diesen Lésungen die Cyanverbindung zu 
isolieren, gelang nur teilweise, denn dieselbe ist nur bei Gegen- 
wart iiberschiissiger HCN bestindig, zerfallt dagegen an der 
Luft oder bei Fallung mit Ather oder anderen organischen 
Lisungsmitteln in HCN und Oxyhimin (vgl. Zeyneck).2) Kry- , 
stalle des Cyano—Oxyhimins entstanden beim langsamen 
EKindunsten einer Lésung von Oxyhimin in wasserfreier HCN 
bei Zimmertemperatur. Unter dem Mikroskop waren es feine, 
gut ausgebildete, einheitliche Nadeln, vielleicht schmale Prismen, 
mit gerader Ausléschung. Nach Abdunsten des Lésungsmittels 
mit Spektroskopokular betrachtet, gaben sie das Spektrum des 
Cyanohaimins; im Verlaufe einiger Minuten ging ihre hellgelb- 
rote Farbe an der Luft in Dunkelbraun iiber und sie zeigten 
nun eine diffuse Absorption ohne deutliche Maxima. Bei 
gleichem Versuch mit Cl-Hamin an Stelle des Oxyhamins fiel 
neben dem hellroten Cyano—Chlorhimin, besonders am Rand 
des GefaBes, nahe der Verdunstungszone dunkelbraunes, 
typisches Cl-Himin aus, so daB der Unterschied und die 
allmahliche Farbinderung besonders deutlich waren. Bei ge- 
kreuzten Nicols zeigte die Cyanverbindung, sowie Cl-Hamin 
gelbrotes Aufleuchten. Das nach Abdunsten des HCN hinter- 
bliebene Cl-Himin enthielt die berechnete Menge Cl (8,02 mg 
Riickstand = 1,70 mg AgCl) und verhielt sich gegen Na,CO, 


!) Hamsik, Diese Zs. Bd. 148, S. 1201 (1925). 
#) R. Zeyneck, Med. Klinik Bd, 21, S. 1201 (1925). 
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und gegen sauren Alkohol wie reines Cl-Hiimin; es war also 
keine Umwandlung in die f- oder w-Form erfolgt (Kiister).') — 
Die zu diesen Versuchen notwendige trockene Blausiiure wurde 
nach Gattermann?’) aus Ferrocyankalium erzeugt und iiber 
CaCl, getrocknet. Sie wurde mit den Himinpriiparaten in 
KinschluBréhren aus Weichglas eingeschmolzen, wiihrend das 
untere Rohrenende in eine Kiltemischung getaucht war. Zur 
Léslichkeitsbestimmung wurde mehrere Stunden im Rohr ge- 
schiittelt, filtriert und der Riickstand gewogen. 


b) Fallung von Cyano-Cl-Hiimin mit Essigsiiure. 

10 ccm einer gesittigten Lisung von Cl-Himin in einem 
Gemisch von je 50°/, HCN und absolutem Alkohol werden 
mit 190 ccm n-Essigsiure versetzt; die sofort entstehende 
braune Fallung wird nach 2 Stunden zentrifugiert, auf der 
Zentrifuge mit Hssigsiiure gewaschen und nach Carius auf- 
geschlossen; sie erweist sich als vollkommen Cl-frei. — Die 
iiberstehende Lisung wird nach Plimmer’) durch HNO, von 
HCN befreit; mit AgNO, liBt sich dann reichlich HCl nach- 
weisen, — Wird der gleiche Versuch mit verdiinnter HNO, 
anstatt Essigsiure angestellt, so findet sich Cl zum Teil in 
der Fallung, zum Teil in der Lisung. 


c) Uberfithrungsversuche. 


In der beschriebenen Uberfiihrungsapparatur wanderten 
Cyano-Cl-Hiiminester anodisch (Tab. II, Vers. 6—8), jedoch 
Cl~ und der Farbstofirest als zwei getrennte Anionen; denn 
an der Anode war viel mehr Cl nachweisbar als die dem ge- 
wanderten Farbstoffrest iquivalente Menge; auch schied sich 
dort der Farbstoff in unléslicher Form und Cl-frei ab. Die 
Bestimmung des Cl erfolgte auch hier nach Plimmer.*) 


5. Uber die Reduktion von Hamin zu Hamochromogen. 


In der 5. Mitteilung dieser Untersuchungsreihe war die 
Umwandlung von Hiimin in Hiimochromogen quantitativ ver- 





1) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 101, S. 46 (1918). 
*) Iu. Gattermann, Liebig, Ann. d. Chem. Bd. 357, S. 318 (1907). 
*) R. Plimmer, Jl. of Physiol. Bd. 31, S. 64 (1904). 
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folgt worden; es war dort festgestellt worden, daB diese unter 
Verbrauch von 1 H-Atom verliuft. In der 6. Mitteilung wurde 
wahrscheinlich gemacht, daB dabei OH bzw. Cl abgegeben 
und nicht H aufgenommen wird. Es blieb noch zu _ unter- 
suchen, warum die Bildung von Hiamochromogen um vieles 
leichter erfolgt, wenn Pyridin, Kiweif, Amine usw. zugegen 
sind’), und warum nach Reduktion ein Ausflocken des Farb- 
stofies stattfindet. — Zur Beantwortung beider Fragen kénnen 
die Resultate der vorliegenden Arbeit verwertet werden. Gegen- 
wart der Base Pyridin verwandelt den bei neutraler Reaktion 
nichtwandernden, also neutralen Farbstoff, in ein komplexes 
Kation. Dies kénnte Ursache der geringeren Resistenz gegen 
die schwiichsten Reduktionsmittel sein, z. B. gegen metal- 
lisches Hg (Hill).”) Denn ganz analoges Verhalten findet man 
bei den organischen Fe-Salzen; das elektrolytisch schwach disso- 
zilerte Ferrisulfat wird durch Hydrazinhydrat nicht reduziert, 
das stark dissoziierte, komplexe Ferricyankalium sofort und 
quantitativ.®) — Durch die eben gegebene Darstellungsweise 
des Reduktionsvorganges kénnte auch das Ausflocken erklirt 
werden; dem léslichen Kation wird die Ladung entzogen und 
Umwandlung in einen nicht geladenen, daher in Wasser un- 
léslichen Komplex, bewirkt. 
(RH]+ Cl- wins [RH]. 
Cl-Himin Hiuimochromogen 

Zur Erklirung dieses Ausflockens hat Kiister*)*) die An- 
nahme gemacht, daB bei Himochromogenbildung in den un- 
gesittigten Seitenketten H,O eingelagert werde und daB durch 
neuerlichen Austritt von H,O zwischen dem so _ gebildeten 
Hydroxyl und der COOH-Gruppe der Seitenkette ein unlés- 
licher K6rper entstehe. Gegen diese Hypothese ist ein- 
zuwenden, daB Kintritt von H,O in die ungesittigten Seiten- 
ketten stets von einer Verschiebung der Absorptionsspektren 


'! H. Bertin-Sans u. J. Moitessier, C.R. Bd. 116, S. 401 (1898). 
*) R. Hill, Biochem. Jl. Bd. 19, S. 341 (1925). 

8) E. Cuy, Jl. of the amer. chem. soc. Bd. 46, S. 1810 (1924). 

4) W. Kiister, Chem, d. Zelle Bd. 13, 8. 53 (1926), 

5) W. Kiister, Chem. Ber. Bd. 60, 8. 1140 (1927). 
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nach dem violetten Ende des Spektrums begleitet ist. Kine 
solche Verschiebung ist an dem in Wasser gebildeten Hiimo- 
chromogen beim Vergleich mit dem in wasserfreiem Medium 
gebildeten Hiimochromogen nicht zu beobachten. 

Gegen diese Hypothese spricht ferner die Beobachtung, 
daB bestindige Lésungen von Mesohiimin oder Atiohiimin bei 
Reduktion ebenfalls ausflocken; hier kann Wasseraustritt nicht 
Ursache des Ausflockens sein. 

Versuche. Cl-Himin, gelést in Alkohol unter Zusatz 
von Na-Alkoholat, liBt sich durch metallisches Na nicht in 
Hiimochromogen umwandeln; die Umwandlung erfolgt sofort bei 
Zusatz von Pyridin (H. Waelsch).') 

Die wichtige Beobachtung von Hill, dai eine Lésung von Cl- 
Hiimin in Pyridin durch metallisches Hg in Himochromogen umgewandelt 
werden kann, wird bestiitigt, ebenso die Versuche von Cuy, nach denen 
Hydrazinhydrat Ferricyanid zu reduzieren vermag, nicht aber Ferri- 
sulfat; die Reduktion wurde an der Gasentwicklung im van Slyke- 
schen Apparat gemessen. 

Die Absorptionsstreifen ciner Liésung von Himochromogen 
in wasserfreiem Pyridin (5 mg Cl-Himin + 8 ccm Pyridin + 
2 mg Na) gleichen jenen einer Liésung in wiiBrigem Pyridin (5 mg 
Cl-Hamin + 10 com n-NaOH + 0,1 com N,H,-H,O + 2,0 ccm 
Pyridin) und jenen des aus dieser Lésung abgesetzten und zwischen 
Glasplatten gepreBten Niederschlages: I. 557 wu, Il. 526 wu. 
Dagegen Himato—Hiimochromogen (aus 5 mg Hiimatohiimatin 
+ 0,1 com N,H,-H,O + 10 ccm Pyridin): I. 548 up, UW. 519 wu. 

8 Wochen alte, bestiindige Lésungen von 0,1°/, Mesohiimin 
oder 0,1°/, Atiohimin in 1°/, NaOH enthaltendem Alkohol 
flocken innerhalb einiger Stunden aus, sobald ihnen ein Tropfen 
Hydrazinhydrat zugesetzt wird. 


Zusammenfassung. 


1. Das Spektrum des Hiimins, Mesohiimins, Dimethyl— 
Mesohiimins und Atiohiimins und der entsprechenden Hiimo- 
chromogene wird bei Gegenwart und bei Abwesenheit von 
Cyaniden und Pyridin spektrophotometrisch festgelegt; das 





1) H. Waelsch, vgl. 6. Mitteilung, Diese Zs. im Druck. 
si 
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Spektrum des Himins in Pyridinlésung laBt sich danach deut- 
lich von jenem des Haimochromogens unterscheiden. 

2. Das durch Methylierung von Monomethylhaimatin mit 
Dimethylsulfat erhaltene trimethylierte Produkt enthilt in den 
ungesittigten Seitenketten eingelagertes CH,OH; die Fe—OH- 
Gruppe lie8 sich nicht methylieren. 

8. Das Cl- Atom des Hamins ist in allen untersuchten 
Lisungsmitteln als Anion, also elektrolytisch dissoziiert, vor- 
handen; in saurer Lésung (Spektrum des sauren Himatins| 
wandert der Farbstoffrest kathodisch, so daB Hiimin als 
[RH]*Cl~ zu schreiben ist. 

4. In alkalischer Lésung (Spektrum des alkalischen Hiima- 
tins) wird neben Cl auch H abdissoziiert, indem H+~[R]*Cl- 
entsteht; dies erfolgt auch bei dem an den beiden COOH- 
Gruppen veresterten Priiparat, so daB neben den beiden COOH- 
Gruppen eine dritte saure Gruppe im Himin vorhanden sein 
muB. Eine entsprechende Himinformel wurde in der 6. Mit- 
teilung angegeben. 

5. Die Einwirkung von HCN auf Cl-Hiimin verliuft ahn- 
lich jener von Pyridin oder Anilin; es erfolgt Bildung einer 
Verbindung, die nach EingieBen in wiiBrige Essigsiure HC! 
abspaltet, wobei De(HCl)hamin bzw. Oxyhiimin entsteht. 

6. Durch Einwirkung der Basen Pyridin bzw. Anilin wird 
der Farbstoffrest zum Kation, durch die Siure HCN zum 
Anion, so daB komplexe Bindung der genannten Reste wahr- 
scheinlich ist. 

7. Pyridin wirkt auf Oxyhimoglobin unter Spaltung zu 
Globin, O, und Pyridin—Himochromogen, auf Methamoglobin 
unter Spaltung zu Globin und Pyridino—Oxyhiimin. 


Diskussion. 


Die im vorliegenden mitgeteilten Versuche gestatten einige 
neue Aussagen iiber den Zusammenhang zwischen Absorptions- 
spektrum und Konstitution der Hiimine. Die Farbstoffe des 
,sauren* und des ,,alkalischen Himatins“ unterscheiden sich 
durch ihr Verhalten im Uberfithrungsversuch. In einer sauren 
Lisung von Cl-Himin bzw. Cl- Haimin-dimethylester verhialt 
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sich der Farbstoff wie ein Neutralsalz, das in Cl-Anionen und 
Farbstoffkationen gespalten ist. In alkalischer Lésung verhilt 
er sich wie ein Ampholyt, der gleichzeitig Cl-Anionen und 
H-Kationen abdissoziiert. Auch das Atiohimin zeigt dieses 
Verhalten, so dab weder die Carboxylgruppen, noch auch ein 
saurer Acetylenrest als Hattorte dieses H-Atoms angesehen 
werden kénnen. Der Nachweis eines solchen sauren H-Atoms 
scheint uns eine wichtige Stiitze fiir die kiirzlich ') mitgeteilte neue 
Formel des Hiimins, die ein saures Pyrrol-H-Atom aufweist. 


Bei Beriicksichtigung des elektrischen Verhaltens ergiibe sich 


das folgende Formelbild?): 
ie { id . 3 
‘ eek | /— 
\N y/ \n Ni 
eye NS 
Ne oe Fem or 
ff Cc \ ff ( \, 
\y unt \w Ni H+ 
: Psi. a) 4 . 
Cl-Hiimin in saurer Lisung Cl-Hiimin in alkalischer Lésung 


Die elektrischen Uberfiihrungsversuche in Pyridin, Anilin 
und HCN haben ergeben, daB sich das Cl-Hiimin in diesen 
Lésungsmitteln etwa so verhilt wie AgCl. Das Cl-lon wandert 
stets anodisch, der eisenhaltige Farbstoffrest in den Basen 
Pyridin und Anilin kathodisch, in HCN anodisch. Es lhegt 
daher nahe, ihnliche Komplexbildung wie bei AgCl anzunehmen. 
Wahrend aber die Darstellung der komplexen Silberverbin- 
dungen leicht gelingt, ist dies hier nicht der Fall. Wenn man 
also Komplexbildung annehmen will, so mu man die Bin- 
dung der Basen bzw. der HCN als auBerordentlich schwach 
ansehen, die Komplexverbindung selbst als besonders labil und 
an der Luft nicht bestiindig. Es ist wohl kaum méglich, eine 
sichere Unterscheidung zwischen derart lockeren Verbindungen 
und einfacher Solvatbildung zu treffen. Die oben gegebene Auf- 
fassung iiber komplexe Bindungsweise wird aber durch eine 
solche Unterscheidung kaum beriihrt. 


1) F. Haurowitz, Diese Zs. im Druck. 
*) Die 4 Methingruppen und die 8 Seitenketten sind als unwesent- 
lich weggelassen. 
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Auf Grund eben dieser Auffassung wurde in Anlehnung 
an Werners Nomenklatur eine neue Bezeichnungsweise fiir die 
vermutlich komplexen Verbindungen geschaffen (s. 0. S. 236). 

Hine thnliche Abgrenzung dieser Verbindungen des Himins 
mit Basenhat kiirzlich Keilin}\durchgefiihrt, indem er sie unter 
dem Namen ,,Parahiimatine“ zusammenfaBte. Das Resultat der 
Uberfiihrungsversuche bestitigt also die Keilinsche Auffassung. 

Die Umwandlungen der Hiimine in Himochromogene bzw. 
De(HCl\himine hatte man sich also wie folgt vorzustellen: 


—+ 
[RH}* Cl— H*(R|CI- —-> ~([R]+ —-> [R] [RH] 
Hiimin Hiimin De-(HCl)- Himo- 
(saure Lésung) (alkalische Lésung) hiimin chromogen 


De-(HClhiimin wiirde durch Austritt von HCl zwischen Fe und 
Pyrrol-N gebildet und als ungeladenes inneres Salz unléslich aus- 
fallen. — Es sei jedoch hervorgehoben, daB Kiister auBer diesem 
N-De(HC)hiimin auch O-De(HCl)hiimine beschrieben hat, die durch Aus- 
tritt von HCl zwischen Fe und den Carboxylen entstehen. 

Zu der Umwandluug von saurem in alkalisches Hiimin sei noch 
bemerkt, da8 der aus obigen Symbolen ersichtliche Unterschied viel- 
leicht nicht geniigt, um die Farbinderung zu erklairen. Einfaches Ab- 
dissoziieren eines H-Atoms scheint fiir die Farbe von geringem Kinfluf 
zu sein, Es sind also wahrscheinlich durch diese Ladungsinderung be- 
dingte sekundiire Veriinderungen im Molekiil, die fiir die Anderung des 
Spektrums verantwortlich sind, etwa nach Art der von Diltheys?) 
Farbtheorie geforderten Anderungen. 

Bei Hiimochromogenbildung gibt das Himin auf Grund der Ver- 
suche der 5. und 6. Mitteilung ein Aquivalent OH ab. Man kénnte 
danach versucht sein, im Hiimochromogen 1 wertiges Eisen (vgl. Man- 
chot*) anzunehmen oder aber eine Radikalstelle*) neben 2 wertigem Eisen. 
Die gro8e Labilitit des Himochromegens gegen Siuren und Oxydations- 
mittel wiire mit diesen Vorstellungen wohl vereinbar. Durch die Gegen- 
wart einlagerungsfihiger Komplexe wiirden die ungesittigten Stellen des 
Hiimochromogenmolekiils durch Nebenvalenzen zum Teil abgesittigt und 
dadurch die Bildung des Himochromogens erméglicht und seine Stabilitit 
erhéht. — Das experimentelle Material der vorliegenden Arbeit gestattet 
noch keine sicheren Aussagen iiber diese Vorgiinge; die zuletzt erdrterten 
Vorstellungen sind somit vorléufig rein hypothetisch. 





1) D. Keilin, Proc. of the Roy. Soc., ser.B, Bd.100, $.129 (1926). 

*) W. Dilthey, Jl. f. prakt. Chem. Bd. 109, S. 273 (1925). 

5) Manchot, Chem. Ber. Bd. 59, S. 406 (1926). 

4) H. Fischer u. K. Schneller haben auf diese Méglichkeit zuerst 
hingewiesen und zwar Diese Zs. Bd. 128, 8. 233 (1928). 

















Uber die Oxyaminoverbindungen, welche die Biuret- 
reaktion zeigen. 


III. Spaltung der y-Amino-/-oxy-buttersaure in die optisch- 
aktiven Komponenten. 
Von 


Masaji Tomita und Yuzo Sendju. 


(Aus dem physiolovgisch-chemischen Institut zu Nagasaki. 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Juli 1927.) 


oo 


Aus der Vermutung, daf das von Gulewitsch im Fleisch- 
extrakt entdeckte Carnitin sehr wahrscheinlich das aktive 
y-Trimethyl-@-oxy-butyro-betain sei, haben EK. Fischer und 
Géddertz') die y-Amino-«@-oxy- buttersiure durch die er- 
schépfende Behandlung mit Jodmethyl und Alkali in ein stark 
basisches Produkt umgewandelt, das sie nach der Analyse des 
Chloraurates fiir das quaterniire ‘T'rimethylderivat, d. h. fiir 
das Betain hielten. Spiter hat der eine von uns (‘Tomita’) 
die y-Amino-f-oxy-buttersiiure dem gleichen Verfahren unter- 
zogen und es wurde angenommen, dab das erhaltene y-Trime- 
methyl-S-oxy-butyrobetain vermutlich die Racemform des Carni- 
tins ist. 

Um diese SchluBfolgerung weiter zu priifen und gleich- 
zeitig die Synthese der natiirlichen aktiven y-Amino-  - oxy- 
buttersiure zu verwirklichen, haben wir die kiinstliche Racem- 
verbindung in die optischen Komponenten gespalten. Mit 
Hilfe der Brucinsalze der Benzoylverbindung, die bei der Mehr- 
zahl der Aminosiiuren so gute Resultate gegeben haben, ist 


1) Chem. Ber. Bd. 40, 8. 106 (1907). 
2 Diese Zs. Bd, 124, S. 253 (1923); Bd. 158, S. 42 (1926). 
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es uns sehr leicht gelungen, den racemischen Kérper in die 
aktiven Formen zu spalten. 

Die Brucinsalze der racemischen y - Benzamido - # - oxy- 
buttersiure haben dabei eine unerwartete Bedeutung dadurch 
erlangt, daB sie sich bei der optischen Spaltung von den sonst 
bekannten Brucinsalzen der Aminosiiuren ganz verschieden ver- 
halten. Bei unserem [all wurden merkwiirdigerweise zwei ver- 
schiedene aktive Verbindungen aus jedem Brucinsalz erhalten. 
Kine Analogie ist in der Aminosiiureliteratur bisher nicht be- 
riicksichtigt worden. Durch die van Slykesche Aminobestim- 
mung konnte nun festgestellt werden, daf freie Aminogruppen 
nicht in den Verbindungen vorhanden sind, daB also die Benzoe- 
siure dieser Verbindungen in Form von N-Benzoat enthalten 
ist. Unseren Verbindungen kénnen also die folgenden Raum- 
formeln zuerteilt werden: 


H H 
H—C—NH—CO—C,H, H—G¢—NH_—CO—6,, 
H—G—OH HO-O_H 
1—G—H 1-C—-H 

boou Goo 
H—N—CO—C,H, H—N—CO—C,H, 
HOH H-O_H 
H—C- OH 0-1 
H_-O—H 08 

Coon Coou 


Wie zu erwarten war, konnten wir weiter aus den vier 
optisch - aktiven Benzoylverbindungen durch EKinwirkung von 
Bromwasserstoff die vier aktiven Formen und zwar zwei Paare 
von Aminosiiuren in befriedigender Ausbeute und anscheinend 
ganz reinem Zustand darstellen, die an und fiir sich nach 
Schmelzpunkt, Krystallform und optischer Aktivitit sich von- 
einander_verschieden verhalten. 

Die Nrfahrungen tiber das optische Verhalten der y-Amino- 
8-oxy-buttersiiure fiigen sich also in dieser Hinsicht den Fest- 
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stellungen an, die Bonocault'), Marckwald und Meth?) u. a. 
gemacht haben und die besagen, daB optische Isomere auf- 
treten kénnen, ohne dab die Verbindungen eigentliche asym- 
metrische Kohlenstoffatome enthalten, wenn die Raumformeln 
der Verbindungen keine Symmetrieebene besitzen, also mit 
ihrem Spiegelbild nicht kongruent sind. 

Da nun der methylierte Kérper einer links drehenden 
y-Amino-f-oxybuttersiure in allen Kigenschaften mit dem natiir- 
lichen Carnitin hinreichend genau iibereinstimmt, so bezeichnen 
wir die natiirliche Aminosiiure, wenn sie auch in freiem Zu- 
stand noch nicht gefunden worden ist, ais 1-Verbindung. Die 
synthetische Herstellung der 1-7-Amino--oxy-buttersiiure diirfte 
vorliiufig der beste Weg fiir ihre Gewinnung sein, weil der race- 
mische Kérper synthetisch leicht zu bereiten ist und die Spal- 
tung ebensowenig Schwierigkeiten bietet. 


N-Benzoat der racemischen 7-Amino-/-oxy-buttersaure. 

Die Benzoylierung der Aminosiiure bietet keine Schwierig- 
keiten. 35 g d,l-y-Amino-/-oxy-buttersiiure, die nach einem 
von Tomita’) ausgearbeiteten Verfahren leicht herzustellen 
ist, werden in 260ccm n-Natronlauge gelést, auf 0° abgekiihlt 
und unter kriftigem Schiitteln in 10 Portionen 120 g Benzoy]- 
chlorid (3,3 Mol) und 624ccm 5 fach normaler Natronlauge zu- 
gegeben. Die Operation nimmt ungefaihr 1 Stunde in Anspruch. 
Man fiigt dann so viel konzentrierte Salzsiure hinzu, dab alles 
Natrium in Chlornatrium verwandelt wird. Dabei fillt ein 
dicker Krystallbrei. Am niichsten Tage wird die Masse ab- 
genutscht und getrocknet. Um die Benzoesiiure zu beseitigen, 
wird sie erst mit Petrolither und dann mit Benzol griindlich 
ausgewaschen, worin die y-Benzamid-/-oxy-buttersiure fast 
unlislich ist. Die Mutterlauge des dicken Krystallbreies wird 
unter vermindertem Druck eingedampft, wobei eine Krystalli- 
sation von 7-Benzamido-f-oxy-buttersiure und Natriumchlorid 


1) Bull. Soe. chim. France (3) Bd. 11, 5, 144 (1894). 
*) Chem. Ber. Bd. 39, S. 1171 (1906). 
*) Diese Zs, Bd. 124, 8. 253 (1923). 
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erfolgt. Durch Auswaschen mit kaltem Wasser liBt sich das 
Kochsalz leicht beseitigen. Die Ausbeute an der Benzoyl- 
aminosiure betrug 52g oder 90°/, der Theorie. Zur volligen 
Reinigung geniigt einmaliges Umkrystallisieren aus der 8 fachen 
Menge heiSem Wasser mit Tierkohle. 

0,1266 g Substanz gaben 0,2738 g CO, und 0,0680 ¢ H,0. 


0,1500 g »  », nach Kjeldahl verbrannt, verbraucht 6,7 cem 
n/10-H,SQ,. 
C,,H,,0,N Ber. C 59,19°/, H 5,82°/, mM 627"), 
Gef. ,, 58,98 y 6,00 y 6,25, 


Sie schmilzt bei 176° (unkorr.), Aus heifem Wasser kry- 
stallisiert sie in schénen Nadeln. 

Durch die Einwirkung von salpetriger Siure wurde die 
Abwesenheit freier NH,-Gruppen festgestellt. Wir halten sie 
also mit dem N-Benzoat der y-Amino-f-oxy-buttersiure von 
Max Bergmann!) fiir identisch. 


Spaltung der d,l-7-Benzamido-/-oxy-buttersaure. 


50 g Benzoylverbindung werden mit 88,5¢ kiuflichem 
Brucin in 1000 ccm absolutem Alkohol gelést. Nach dem Kin- 
engen unter vermindertem Druck wird die Liésung im Kis- 
schrank stehen gelassen. Nach einigen Tagen beginnt die 
Krystallisation des Brucinsalzes von Benzoyl-l-y-amino - f - 
oxy - buttersiiure in farblosen Plattchen. Aus Wasser krystalli- 
siert sie in viereckigen Krystallaggregaten. Sie schmilzt bei 
87° (unkorr.). Die Ausbeute betrug 64 g oder 92 °/, der Theorie. 

Die Mutterlauge von dem Brucinsalz der 1-Benzoylverbin- 
dung wird bis zur Sirupkonsistenz eingeengt und bei 0° stehen 
gelassen. Das Brucinsalz der d-Verbindung bildet dabei einen 
Brei von farblosen, langen Nadeln. Sie schmilzt bei 41° (unkorr.). 
Die Ausbeute betrug 55,2 g oder 80°/, der Theorie. 


1-y-Benzamido-/-oxy-buttersaure. 
62 g Brucinsalz von Benzoyl-l-y-amino-@-oxy-buttersiure 
(Schmelzp. 87°) werden in 120ccm Wasser gelist und die in 





1) Diese Zs. Bd. 131, S. 1 (1923), 
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Kis gekihlte Flissigkeit mit 125ccm n-Natronlauge versetzt. 
Das abgeschiedene Brucin wird nach 1 stiindigem Stehen bei 
0° méglichst scharf abgenutscht, zuerst mit Chloroform und 
dann mit Ather ausgeschiittelt. Die wiBrige Lésung wird jetzt 
mit 125ccm n-Salzsiure angesiiuert und unter stark vermin- 
dertem Druck eingeengt. Wird die Lésung dann im Kis- 
schrank abgekiihlt, so beginnt die Krystallisation. Die Krystalle 
bestehen aus hiibsch ausgebildeten Nadeln. Sie schmilzt bei 
172° (unkorr.). Gesamtausbeute 4,1 g. 


0,1450 g Substanz gaben 0,3144 g CO, und 0,0789 g H,0O. 
0,1044 g »  », nach Kjeldahl verbrannt, verbraucht 4,7 cem 
n/10-H,SO,. 
C,,H,,;0,N Ber. C 59,199, Hi 582°), N 6,27°/, 
Gef. ,, 59,18 ,, 6,08 » 6,80. 


Fiir die optischen Bestimmungen diente eine alkalische 
Loésung, weil die Substanz in kaltem Wasser schwer los- 
lich ist. 


1,0688 g Substanz, gelést in 9,6ccm n/2-NaOQH und auf 


25 cem aufgefillt. Gesamtgewicht der Lésung 25,4016 ¢. Spez. 
Gew. 1,0167. Drehte bei 20° und Natriumlicht im 2 dm-Rohr 
0,65° nach links, Mithin 


Fina boc ame AGO 


Der Beweis, daB es sich um ein N-Benzoat handelt, konnte 
durch die van Slykesche Aminobestimmung § erbracht 
werden. 


Wird die Mutterlauge der obigen Krystalle noch weiter 
eingeengt und unter Zusatz von Alkohol bei 0° stehen ge- 
lassen, so beginnt daraus die zweite Krystallisation. Ausbeute 
15,2 ¢. Die Substanz unterscheidet sich von dem zuerst kry- 
stallisierten Kérper durch den niedrigeren Schmelzpunkt, das 
optische Verhalten und die gréfere Léslichkeit in Wasser. 
AuBerdem hat sie 1 Mol. Krystallwasser. 


0,2120 g lufttr. Substanz verloren tiber P,O; bei 12mm und 66° 
0,0160 g an Gewicht, 


C,,H,,0,N-+H,0 (241,12) Ber. H,O 7,479, — Gef. H,O 7,54 °/,. 








————— 
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1,0326 g lufttr. Substanz, gelést in Wasser. Gesamtgewicht 
25,1902 ¢. d*°=1,0089. Drehung im 2dm-Rohr bei 20° und 
Natriumlicht 0,98° nach links. Mithin 

[a]?,° = — 11,84° 


Sie schmilzt bei S8O0—81° (unkorr.) zu einer farblosen 
Fliissigkeit, also viel niedriger als die in Wasser schwer lés- 
liche Verbindung. Sie krystallisiert aus Wasser nur, wenn 
die Lésung recht konzeutriert ist. Sie bildet dabei recht- 
winklige Prismen. 

Die von Krystallwasser befreite Substanz vom Schmelz- 
punkt 114° zeigte folgende Analysenwerte: 

0,1460 g getr. Substanz gaben 0,3170 g CO, und 0,0806 g H,0. 

0,1050 g getr. Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, verbraucht 
6,7 ecm n/10-H,SO,. 

C,,H,30,N (228,11) Ber. C 59,19°/, H 5,82°/, N 6,27°/, 
Gef. ,, 59,21 ~ $52 y 6,53. 

Die Bestimmung nach van Slyke ergab, daB die Sub- 
stanz keine freie NH,-Gruppe enthielt. 

Die Gesamtausbeute von der I. und II. Krystallisation 
betrug 22,4 g oder 86°/, der Theorie. 

Ks unterlegt keinem Zweifel, daB man bei der optischen 
Spaltung der racemischen Benzoyl-y-amino-f oxy-buttersiure 
zwel isomere liivogyre Kérper erhielt. Das gleiche erhilt man 
auch bei dem Antipoden. 


d-7-Benzamido-/-oxy-buttersaure. 

54 ¢ Brucinsalz von Benzoyl-d-y-amino-f-oxy-buttersiure 
(Schmelzp. 41°) werden in Wasser gelést, durch n-Natronlauge 
das Brucin gefillt und die Benzoyl-d-aminosiure genau in der- 
selben Weise wie der Antipode isoliert. Dabei bekommt man 
auch zwei Isomere, niimlich eine in Wasser schwer ldsliche 
und eine andere leicht lésliche Verbindung. 

I. Krystallisation. 

Die Eigenschaften sind dieselben wie beim Antipoden. 
Nur im Drehungsvermégen fand man einen Unterschied. . Aus- 
beute 5,5 g. 
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0,1730 g Substanz gaben 0,3754 ¢ CO, und 0,0930 g H,O. 


0,1094 g »  » nach Kjeldahl verbrannt, clea 4,9 eem 
n/10-H,SO,. 


C,,H,,0,N Ber. C 59,19° 0 H 5,82 °/, N 6, a" ly 
Gef. ,, 59,18 5, 6,01 


» OF 
9, O20. 


1,1012g Substanz, in 9,9cem n/2-NaOH gelést und auf 
25 ccm aufgefillt. Gesamtgewicht 25,4038 g, Spez.Gew. 1,0170. | 
Drehung im 2dm-Rohr bei 20° und Nitennaliae 0,36° nach 
rechts. Mithin 


(a]3,° = + 4,08° 


Das Priparat schmilzt bei 178° (unkorr.), 

Die Abwesenheit freier NH,-Gruppe wurde durch die Be- 
stimmung nach van Slyke festgestellt. 

If. Krystallisation. 

Wie beim Antipoden wird die Mutterlauge der I. Krystalli- 
sation weiter eingeengt und etwas Alkohol zugesetzt. Beim 
stundenlangen Stehen im Eisschrank beginnt die II. Krystalli- 
sation. Ausbeute 13,5 g. Durch die Krystallwasserbestimmung 
hat sich herausgestellt, daB die Substanz mit 1 Mol. Wasser 
krystallisiert. 

0,6292 g lufttr. Substanz verloren iiber P,O; bei 12 mm und 66° 
0,0468 g an Cawichh 


C,,H,,0,N+H,O (241,12) Ber. H,O 7,47°/,  Gef. HO 7,43 9, 


1,0222 ¢ lufttr. Substanz. Gesamtgewicht der wiibrigen 
Liésung 25,1870g. d?®=1,008. Drehung im 2dm-Rohr bei 
20° und Natriumlicht 0,82° nach rechts. Mithin 


[a] = + 10,0°. 


Aus der sehr konzentrierten wiBrigen Lodsung scheidet 
sich das Salz in langen Nadeln ab. Die Substanz schmilzt 
ber 78—80° (unkorr.). 

Die vom Krystallwasser befreite Substanz vom Schmelz- 
punkt 116° zeigte folgende Analysenwerte: 

0,1588 g getr. Substanz gaben 0,3460 g CO, und 0,0884 ¢ H,0. 


0,0852 ¢_,, » 5» nach Kjeldahl verbrannt, verbraucht 
3,9 cem n/10-H,SO,. 


C,,H,,0,N (223,11) Ber. C 59,19%  H 58 
Gef. ,, 59,42 6,2: 


2°, N 6,27%, 
? 
- 


» 6,40. 
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Durch die van Slykesche Aminobestimmung konnte fest- 
gestelit werden, daB die Benzoesiiure dieser Verbindung in 
Form von N-Benzoat enthalten ist. 


Die Gesamtausbeute der J. und II. Krystallisation betrug 
19,0 g, oder 97°/, der Theorie, 


1-y-Amino-(-oxy-buttersaure. 


H NH, 
H—G_NH, HOH 
HO—C—H und HO—G—H 
HOH H-¢ —H 
door Coon 


Zur Hydrolyse der Benzoylverbindungen ist Bromwasser- 
stoffsiiure zu empfehlen, da sie leichter als Salzsiiure von der 
freien Aminosiiure getrennt werden kann. 

2g |-y-Benzamido-f-oxy-buttersiiure vom Schmelzp. 172° 
werden mit 30 ccm 25°/ iger Bromwasserstoffsiure 4 Stunden 
am RiickfluBkiihler gekocht. Die erkaltete Fliissigkeit wird 
zur Entfernung der Benzoesiure mehrmals ausgeiithert und 
unter vermindertem Druck zum Sirup eingedampft. Diesen 
lést man in Alkohol und gibt Ammoniak bis zur alkalischen 
Reaktion zu. Die 1-y-Amino-f-oxy-buttersiiure fallt sofort 
krystallinisch aus. Man 1libt einige Stunden bei 0° stehen, 
filtriert und wiischt mit Alkohol und Ather. Die Ausbeute 
betrug etwa 78°/, der Theorie. Zur Analyse und optischen 
Bestimmung haben wir die Substanz aus Wasser um- 
krystallisiert. 

0,1346 g Substanz gaben 0,1993 g CO, und 0,0940 g H,0O. 

0,1080 g 5» nach Kjeldahl verbrannt, verbraucht 9,1 eem 
n/10-H,SQ,. 

C,H,O,N _—Ber. C 40,309, H 761%,  N 11,76, 
Gef, ,, 40,38 » 1,81 o 31,79. 


Die Anwesenheit einer freien NH,-Gruppe wurde durch 
die Bestimmung nach van Slyke festgestellt. 
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0,0093 g Substanz, in Wasser gelist, gaben 1,95 cem N, 
760 mm). 


C,H, 0,(NH,) Ber. N 11,76°%, Gef. N 12,15°/,. 


Fir die optische Bestimmung diente eine wiibrige Lésung: 

0,4400 g Substanz, Gesamtgewicht der Lisung 25,1020 g, 
spez. Gew. 1,0053. Drehte im 2-dm-Rohr bei 20° und Natrium- 
licht 0,12© nach links. Mithin 


[a], =— 340°, 


Die Drehung der Lésung war nach einiger Zeit unver- 
‘indert. 

Die Substanz schmilzt gegen 213° (unkorr.). Sie reagiert 
gegen Lackmus neutral, lést sich leicht in Wasser, ganz wenig 
in heiBem Alkohol, dagegen nicht in Ather. Sie zeigte die 
Biuretreaktion. 

Aus der II. Krystallisation der 1-y-Benzamido-/-oxy- 
buttersiiure erhielten wir auch die entsprechende 1-Amino- 
siure. Die Operation wird genau so ausgefihrt wie in der 
I. Krystallisation. Aus 8,0 g Benzoylverbindung vom Schmelz- 
punkt 80—81° wurde 3,7 g l-Aminosiure. gespalten. Jriir die 
Analyse und die optische Bestimmung diente wieder ein aus 
Wasser krystallisiertes Priiparat, das im Vakuum iiber Schwefel- 
siure getrocknet war. 

0,1292 g Substanz gaben 0,1912 g CO, und 0,0908 g H,O. 

0,0948 ¢g 
n/10-H,SO,. 

C,H,0O,N Ber. C 40,30 °%/, H 7,61 °/, N 11,76 °/, 

5, 40,36 55 1,86 op S508. 


» » hach Kjeldahl verbrannt, verbraucht 8,0 eem 


Fiir die optische Bestimmung diente eine wiiBrige Lé- 
sung. 

Gesamtgewicht der Lisung 25,1596 g, Gehalt an Substanz 
0,5459 g, spez. Gew. 1,0072, Drehung bei 20° und Natrium- 
licht im 2-dm-Rohr 0,92° nach links. Mithin 


[a]2,° = — 21,06°. 


Die Verbindung bildet schéne, farblose Prismen, welche 
gegen 212° unter Zersetzung schmelzen. Durch geringe Lis- 
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lichkeit in neutralen organischen Lésungsmitteln und den 
positiven Ausfall der Ninhydrin- und Biuretreaktion gleicht 
sie den anderen Isomeren. 


Durch die Bestimmung nach van Slyke wurde festgestellt, 
da8 der Stickstoff dieser Verbindung in Form einer freien 
Aminogruppe enthalten ist. 


0,0193 g Substanz, in Wasser gelést, gaben 4,1 cem N, (17°, 
754 mm). 


C,H,0,(NH,) Ber. N 11,76 °/, Gef. N 11,81 °/,. 


d-y-Amino-/)-oxy-buttersaure, 
H NH, 
| | 
H—C—NH, H—C—H 


| | 
H—C—OH und H—C-—OH. 

| | 
H—C—H H—C-- If 

| | 

COOH COOH 

Die Hydrolyse der Benzoylverbindungen und die Iso- 
lierung der Aminosiiuren wurden genau so ausgefiihrt wie bei 
dem Antipoden. 

Aus 4,3 g der I. Krystallisation der d-y-Benzamido-/-oxy- 
buttersiure (Schmelzp. 178°) erhielten wir 2,0 g d-Aminosiiure, 
entsprechend 87°/, der Theorie. Sie schmilzt bei 214° (unkorr.). 
Sie zeigt Biuretreaktion. Zur Analyse wurde die Substanz im 
Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. 

0,1869 g Substanz gaben 0,2031 g CO, und 0,1006 g H,O. 

0,1290 g Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, verbraucht 10,6 eem 
n/10-H,SO,. 

C,H,0,N — Ber. © 40,309, H 7,61, N 11,76%, 
Gef. ,, 40,46 , 8,21 yy 11,50. 

0,4658 g Substanz, gelist in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lésung 25,1048 g. Spez. Gew. 1,0058. Drehung bei 20° und 
Natriumlicht im 2-dm-Rohr 0,12° nach rechts. Mithin 


[o]p° = + 3,21°. 











m 
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Die Bestimmung nach van Slyke ergab: 
0,0091 g Substanz gaben 2,0 cem N, (27°, 758 mm). 
C,H,0,(NH,) Ber. N 11,76°/, Gef. N 11,97°,. 


Man sieht also, daB durch die Kinwirkung von salpetriger 
Siure die Anwesenheit einer freien NH,-Gruppe festgestellt 
werden kann. 

Aus der IT. Krystallisation der d-y-Benzamido-8-oxy-butter- 
siiure (Schmelzp. 78—80°) erhielten wir auch die entsprechende 
d-y-Amino-§-oxy-buttersiure. Aus 8,0 g Benzoat wurde 3,3 g 
d-Aminosiure gespalten, entsprechend 77°/, der Theorie. 

0,1322 g Substanz gaben 0,1964 g CO, und 0,0922 g H,0. 

0,1416 g i , nach Kjeldahl verbrannt, verbraucht 12,2 cem 
n/10-H,SO,. 

C,H,0,N ‘Ber. C 40,30°/, H 7,619, WN 11,76°),. 
Gef. ,, 40,51 1 7,80 4. Sah 

Fiir die optische Bestimmung diente eine wiibrige Lisung. 

0,5598 g Substanz. Gesamtgewicht der Lisung 25,1676 g. 
Spez. Gew. 1,0071. Drehte im 2-dm-Rohr bei 20° und Natrium- 
licht 0,82° nach rechts. Muithin 


79 ¢ ) ry) 
[|?,° —=-+ 18,30°. 


Fiir die Bestimmung nach van Slyke diente auch eine 
wiBrige Loésung. 
0,0129 g Substanz gaben 2,8 ecm N, (27°, 758 mm). 
C,H,0,(NH,) Ber. N 11,76°/, Gef. N 11,86%/,. 


Die Verbindung schmilzt gegen 214° (unkorr.) unter Zer- 
setzung. Sie zeigt Biuretreaktion. 


Geschmack der aktiven 7-Amino-/-oxy-buttersauren. 


Ahnlich wie bei den isomeren Isoserinen!) zeigt sich auch 
hier keine deutliche Geschmacksdifferenz. d-Aminosiiuren sind 
ebensowenig siiB, wie die Antipoden. Sie haben vielmehr 
einen faden Geschmack, wiahrend die racemische Aminosiiure 
geschmacklos ist. 





1) E. Fischer u. Jacobs, Chem. Ber. Bd. 40, S. 1057 (1907). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXIX, 18 
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Erschopfende Methylierung der aktiven y-Amino-/-oxy- 
buttersaure. 


Um in die Lage zu kommen, die Frage zu einem ge- 
wissen Abschlu8 zu bringen, ob das Carnitin mit dem aktiven 
y-Trimethyl--oxy-butyrobetain identisch ist, haben wir die 
aktiven y-Amino--oxy-buttersiuren erschépfend methyliert. 

1,0 g l1-y-Amino-f-oxy-buttersiiure (Schmelzp. 212°, spez. 
Drehung = — 21,06°) wird in etwas weniger als der fiir 3 Mol. 
berechneten Menge starker Kallauge gelést, mit 3 Mol. Jod- 
methyl und mit so viel Methylalkohol versetzt, dai vdéllige 
Lisung erfolgt. Nach langerem Stehen wird neutralisiert, 
unter stark vermindertem Druck zur Trockne verdampft, der 
Riickstand mit Wasser aufgenommen, zur Entfernung des 
Jodes mit einem UberschuB von Silbersulfat geschiittelt, das 
Filtrat wiederum unter geringem Druck verdampft und der 
Riickstand mehrmals mit warmem, 80°/,igem Alkohol aus- 
gelaugt. Beim Verdampfen der alkoholischen Liésung bleibt 
ein Sirup. Aus der konzentrierten, wiibrigen, mit einigen 
Tropfen Salzsiure angesiiuerten und eventuell filtrierten Lésung 
des Sirups bekommt man durch Goldchloridlésung das schoéne, 
gelbe Goldsalz. Zur Reinigung wird aus warmem Wasser 
umkrystallisiert. 

Diese Verbindung krystallisiert in orangegelben Nadeln 
oder Prismen. Sie schmilzt scharf bei 155° (unkorr.) zu einer 
klaren, orangeroten I'liissigkeit, also ganz identisch dem Gold- 
chloriddoppelsalz des Carnitins. 

Zur Priifung der optischen Aktivitiit der Base und zu- 
gleich zur Goldbestimmung des Doppelsalzes wurden 0,6762 g 
Goldsalz mit Schwefelwasserstoff zersetzt, der Goldsulfidnieder- 
schlag mittels eines aschefreien Filters abfiltriert und még- 
lichst sorgfaltig gewaschen. Der Niederschlag wurde nach 
dem Auswaschen im ‘Trockenschrank getrocknet, mit dem 
Filter zusammen gegliiht. Dabe1 wurde 0,2676g Gold hinter- 
lassen. 


C,H,,NO,Cl,Au Ber. Au 39,35°/, Gef. Au 39,55°/). 
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Das quantitativ gesammelte Filtrat vom Goldsulfidnieder- 
schlag wurde in vacuo stark eingeengt und in einem Kélbchen 
genau bis 25 ccm aufgefillt. Gesamtgewicht der Lésung 
25,0396 g. d?°= 1,0097°. Aus 0,6762 g des Goldsalzes des 
y-Trimethyl-$-oxy-butyrobetains resultieren nach der Berechnung 
0,2664 g Chlorhydrat. (C,;H,,NO,Cl,Au: C,H,,NO,Cl=0,6762: 
0,2664.) Die Lésung enthielt einen UberschuB von freier Salz- 
siure, welche sich bei der Zersetzung des Chloraurates ge- 
bildet hatte. In einem 2-dm-Rohr polarisiert, ergab die Lésung 
der Substanz: « = — 0,45, woraus 


[o]7,° =— 20,98°. 


Die Vergleichung der obenerwihnten Eigenschaften des 
von uns dargestellten Goldsalzes des 1-y-Trimethyl-@-oxy- 
butyrobetains mit denjenigen eines nach Krimbergs Methode 
dargestellten Priparates der Goldverbindung des Carnitins 
ergab also die vollste Identitiit beider Kérper. 


AuBerdem sind ja auch die von Krimberg angegebene, 
fir das Carnitin charakteristische Sublimatverbindung und das 
Chloroplatinat in so hohem Grade denjenigen des 1-y-T'ri- 
methyl-3-oxy-butyrobetains ihnlich, daB man an der Identitiit 
der beiden Kérper wohl kaum zweifeln konnte. 


Die Hilfte der nach der Polarisation hinterbliebenen 
Lésung des Chlorhydrats wurde in vacuo bis zur Trockne 
verdunstet, der Riickstand in Alkohol gelést und mit alko- 
holischer Platinchlorwasserstofisiurelésung gefillt. Die aus 
heiBem Wasser umkrystallisierte Substanz schmolz bei 220° 
(unkorr.), wihrend nach Krimberg?) das Carnitinplatinat sich 
bei 218° zersetzen soll. Die andere Hilfte der Lisung des 
Chlorhydrats wurde stark eingeengt und unter Zusatz von 
Salzsiture mit Phosphorwolframsiureliésung gefillt. Der Nieder- 
schlag wurde auf die iibliche Weise mit Barythydrat zersetzt, 
und die nach dem Entfernen des iiberschiissigen Baryts er- 
haltene Fliissigkeit in vacuo bis zur Trockne eingedampft, 
der Riickstand mit absolutem Alkohol aufgenommen, und die 





1) Diese Zs. Bd. 55, S. 472 (1908); Bd. 50, S. 361 (1906). 
18* 
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erhaltene Fliissigkeit mit gesittigter, alkoholischer Sublimat- 
lésung ausgefiallt. Der krystallinische Niederschlag wurde 
abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und aus heiBem Wasser 
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umkrystallisiert. Die erhaltenen Krystalle bestanden aus 


schneeweiBen, 


unter Zersetzunz, genau so, wie die letzte Angabe von Krim- | 


berg sagt. 


glinzenden Nidelchen und schmolzen bei 204° 


Auf Grund der bis jetzt ausgefiihrten Untersuchungen 
liegt daher der Gedanke nahe, daB das Carnitin ein Homologes 
des Betains ist, und daB ihm die Formel 





fo CO 
™\ ‘ 
CH, -CHOH-CH, 


zukommt, wobei die von Engeland’) und EK. Fischer und 
Goéddertz’) fir Carnitin angegebenen Konstitutionsformeln 


ausgeschlossen werden sollen. 


Die aus den anderen Isomeren von y-Amino-/-oxy-butter- 
siiure in gleicher Weise erhaltenen Koérper unterschieden sich 


sehr deutlich 


von dem Carnitin. Um einen Vergleich der 


obenerwihnten Kérper mit dem Carnitin zu_ erleichtern, 
stellten wir die Resultate im folgenden kurz zusammen. 





Carnitin 
Sp. Dreh.| —20,91 
Au=39,35°/, 
Au-Salz 
F=152-155° 


Hg-Salz | F=204-205° 


y-Trimethyl-f-oxy-butyrobetain aus 











l-y-Amino-/-oxy-buttersiure | d-y-Amino- f-oxy-buttersiittt 





[a], = — 21,06") [af = -3,40° | [a]3° = +47,32° [a]29= 4.35, 














Pt-Salz |f=216-218° 





2098 | —7,2 | +2020 | +842 


Au=39,55% | Au=89,37°/, | Au=39,489/, | Au=39,44 
F=155° | F=151—152°| F=155° | F=150— 
F=2049 | & Ma i 
F=220° | - we " 








1) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2208 (1921). 
2) Chem. Ber. Bd. 40, S, 106 (1907). 
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Der Ubersichtlichkeit halber sind die Ergebnisse unsercr 
Untersuchungen im folgenden schematisch dargestellt: 


rac, y-Amino-§-oxy-buttersiiure 


| 
Y 
y-Benzamido-f-oxy-buttersiure 














y 
ai — 
| Brucinsalz von 
: l-y-Benzamido-f-oxy-buttersiure 

| y 
: — 
|-y-Benzamido- | 1-y-Benzamido- 
Boxy- | foxy: 
buttersiiure | buttersiiure 
PY = 172° F = s0—81°? 
; [o]j,° ees 7,59° (nit Krystall- 
(NaOQH-Loésung) | bain: 
. | F=114° 
7 | (getrocknet) 
. | [a }7,° = —11,84° 
| (Wasserlésung) 
| | | 
Y | Y 
l-y-Amino-/- | l-y-Amino-=/- 
— oxy-buttersiiure | oxy-buttersiiure 
FY = 219° y= Zia" 
[oe |7,° = —3,40" []?° = —21,06° 
rsiiur | 
| Y Y 
sis l-y-Trimethyl-6- | 1-y-Trimethyl-6- 
49 oxy-butyrobetain | oxy-butyrobetain 
9,44 [or }° = — 7,25 ° [oe ]2,° = — 20,98" 
= Au-Salz: Au-Salz: 
; F = 151—152° F = 155° 
Pt-Salz: 
FP = 220° 
Hg-Salz: 
F = 204° 
(identisch zu 
Carnitin.) 


Brucinsalz von 
d-y-Benzamido-/-oxy-buttersaéure 





bg 
— —_ _. 
d-y-Benzamido- | d-y-Benzamido- 
0-oxy- 5-oxy- 
buttersiiure |  buttersiiure 
| 
== 178° | F = 78—s80° 
[u}2,° = +-4,08 | (mit Krystall- 
: ‘ | wasser 
(NaOQH-Loésung) | ) 
F = 116° 
| (getrocknet) 
| ryt 0 
| (eli = +10,0 
(Wasserlésung) 
| | 
Y Y 


d-y-Amino-f- d-y-Amino-/- 


oxy-buttersiure | oxy-buttersiiure 


F = 214° F = 214° 
[a ]2,° = +3,21° [a }7,° = +18,30° 


| | 
Y | Y 


d-y-Trimethyl-§- | d-y-Trimethyl-(- 
oxy-butyrobetain | oxy-butyrobetain 


[a}7° = +8,42° | [a]2° = +20,20° | 
' 

Au-Salz: Au-Salz: 
F= 150-1519) F= 155° ' 

















Studien iiber die aus Zuckerarten sich ableitenden 
Furanverbindungen. 


Von 
Junji Karashima. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Nagasaki.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Juli 1927.) 


Kine iiberraschende Fiille interessanter Untersuchungen 
von rein chemischer Seite liegt auf dem Gebiete der aus 
Zuckerarten sich ableitenden Furanderivate zutage, und unsere 
biochemischen Anschauungen haben dadurch immerhin bereits 
eine gute Grundlage gewonnen. 

Die Chitose, ein hydriertes Furfuranderivat, ist nach 
K. Fischer und Andreae!) als ein Hexoseanhydrid zu be- 
trachten. Aus Hexosen bildet sich nun das Oxymethylfurfurol 
unter Abspaltung von 3H,O. Es war also von vornherein 
nicht unwahrscheinlich, daB sich auch aus Chitose leicht Oxy- 
methylfurfurol bilden wiirde. Betrachtet man die Konstitutions- 
formel der Chitose, so sieht man, dab das daraus gebildete 
Oxymethylfurfurol durch Oxydation Oxymethylbrenzschleim- 
siure liefern muB, die man auch aus Hexonsiuren und Chiton- 
siiure erhilt. Oxydiert man Oxymethylbrenzschleimsiure mit 
Salpetersiure, so entsteht Dehydroschleimsiiure, welche von 
Heizelmann?’) und Seelig*) aus Schleimsiure und yon Tie- 
mann‘) aus lsozuckersiure erhalten worden ist. Die Isozucker- 
siure geht leicht unter Abspaltung von Wasser in eine Verbindung 





: E. Fischer u. Andreae, Chem. Ber. Bd. 36, 8. 2587 (1908). 
7) Heizelmann, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 193 3, 8. 18 

*) Seelig, Chem. Ber. Bd. 12, 8. 1081 (1879). 

‘) Tiemana, Chem. Ber. Bd. 27, 8. 1257 (1894). 


4 (1878). 
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der Furangruppe tiber. Analog wie man vom Traubenzucker 
zur einbasischen Gluconsiiure gelangt, enthalt man nach 
+ ei . . 

ydation mit Brom einer- 


’ 
v 


K. Fischer und Tiemann!) durch Ox 
seits aus Glucosamin die Glucosaminsiiure und andererseits 
aus der Chitose die Chitonsiiure. Diese letztere wird durch 
weitere Oxydation in Isozuckersiiure iibergefiihrt. Mit Hilfe 
yon salpetriger Saure erhalt man aus der Glucosaminsiiure 
durch die stereochemische Umlagerung nicht Chitonsiiure, 
sondern eine neue Siiure, die Chitarsiiure. 

Das chemische Verhalten dieser Furanverbindungen er- 
hellt aus folgendem Schema (S. 280): 

In der Hofinung, daB man durch ein fortgesetztes Stu- 
dium der Furanverbindungen vielleicht dahin gelangen kénne, 
die Ursache der Verschiedenheiten der Kohlehydrate von 
gleicher prozentischer Zusammensetzung etwas weiter aufzu- 
kliiren, habe ich auf Veranlassung von Prof. Tomita die wei- 
teren Untersuchungen dieser Derivate anfgenommen. 

In Fortsetzung der Experimente von N. Suzuki’), der 
unter Leitung von Prof. Takaoki Sasaki festgestellt hat. daB 
die Chitose im Organismus des Kaninchens zum Teil zu Oxy- 
methylbrenzschleimsiinre uingewandelt wird, habe ich zuniichst 
konstatiert, de® die Chitose im Organismus des Hundes, des 
Huhns und wohl auch des Frosches sich ganz ihnlich verhiilt 
wie beim Kaninchen. Danach habe ich weitere Versuche an- 
gestellt, um die Beziehungen der Chitose zur Oxymethylbrenz- 
schleimsiiture festzustellen. Meine Untersuchungen haben er- 
geben, da das Oxymethylfurfurol im Organismus von allen 
untersuchten Tieren stets sehr leicht oxydiert wird und als 
Oxymethylbrenzschleimsiure zu mehr als 43,7°/, in dem Harn 
iibergeht. Bei der Fiitterung von Chitonsiiure und Chitarsiiure 
wurde keine Spur von Oxymethylbrenzschleimsiiure im Harn 
der Versuchstiere nachgewlesen. 

Die Annahme, daB die Oxymethylbrenzschleimsiiure als 
Hauptprodukt der faBbaren Umwandlungsprodukte der Chitose 


ee 


1) E. Fischer u. Viemann, Chem. Ber. Bd. 27, S. 138 (1894). 
2) N. Suzuki, Jl. of biol. Chem. Bd. 48, 8S. 1 (1919), 

















COOH 


HCNH 
: HOCH 
') HC——-CH 5 HO-HC——-CH -OH a) 
C,H,,0,—3 H,O - | | <—— 2H,0— | <- Glucosamin -—> HCOH 
HO-H,C-C 5+COH HO-H,C-HC CH-COH HCOH 
Hexosen i — OH OH 
a Iai Oxymethylfurfurol Chitose Pienaar 
| | 
4 9 | 12 
u ) 1 ) 4: ) 
‘ *) HC——CH ” HOHC——CH-OH HO-HC——-CH-OH 
s ,H,,0,—3H,O —> | | <-—— 2H,O— | | | 
a . HO-H,C-C C-COOH HO-H,C-HC CH-COOH HO-H,C-HC CH-COOH 
= Hexonsiiuren oe es eae 
<  (Galaktonsiiure) O O VU 
= Oxymethylbrenzschleimsiure Chitonsiiure 7. Chitarsiiure 
M4 ) 
= 9) * ws 35) 
a Y Y Ming Y 
~ 3) nC-——Cn 8) HO-HC—-CH-OH rh 
C.H,,0s—3 H,0 of | <-— 2H,0— | . Acetylderivat 
a a HOOC-C C-COOH HOOC- HU CH-COOH pin 
Tetraoxyadipinsiure Sie allt es er 
(Schleimsiure) O O Oxymethylpyro- 
Dehydroschleimsiiure Isozuckersiiure schleimsiiure 





”) E. Fischer, Chem: Ber. Bd. 27, S. 1526 (1894). 


') Kiermayer, Chem. Ztg. 1895, S. 1004. 
’) Heizelmann, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 193, 8. 184 (1878); Seelig, Chem. Ber. Bd. 12, 8S. 1081 (1879). 
*) 5) 6) zitiert nach Ekenstein u. Blanksma, Chem. Ber. Bd. 43, 8. 2355 (1910). 
“, ) E. Fischer u. Andreae, Chem. Ber. Bd. 36, S. 2587 (1903). 
D ‘) Tiemann u. Haarmann, Chem. Ber. Bd. 19, $.1273 (1886). 
N %) 10) 1) 12) KE. Fischer u. Tiemann, Chem. Ber. Bd. 27, S. 138 (1894). 
3 


13) E. Fischer u. Andreae, Chem. Ber. Bd.36, S. 2587 (1903). 





TLINW EE 
HOOD 








Uber die aus Zuckerarten sich ableitenden Furanverbindungen. 28] 


entsteht, ist jedoch nach der Menge der isolierten Oxymethyl- 
brenzschleimsiure zu urteilen, wenig wahrscheinlich, denn diese 
Siiure entsteht im Maximum zu 6,3°/, aus der verfiitterten 
Chitose, wihrend bei Fiitterung des Oxymethylfurfurols 66,7 °/, 
Oxymethylbrenzschleimsiure gebildet werden. 


Experimentelle Belege. 
I. Chemischer Teil. 
Um eine genaue Kenntnis der zu erwartenden Umwand- 
lungsprodukte der verabreichten Substanz zu bekommen, habe 
ich die Synthese der Oxymethylpyromykursiiure in Angriff ge- 
nommen, 


1. Darstellung des Oxymethylbrenzschleimsiiure- 
chlorids. 


HC——CH 
| 
HO-H,C-C €-COCl . 
ue 
QO 


In Nachahmung der Pyromykursiiuresynthese nach T’. Sa- 
saki}) stellte ich zuerst das Oxymethylbrenzschleimsiurechlorid 
durch Chlorierung der Oxymethylpyroschleimsiiure mit Thio- 
nylchlorid und nachfolgender fraktionierter Destillation dar. 
20g Oxymethylbrenzschleimsiiure, welche aus dem Harne 
der mit Oxymethylfurfurol gefiitterten Kaninchen erhalten 
worden sind, werden mit 100 g Thionylchlorid auf dem Wasser- 
bade unter RiickfluBkiihlung 1 Stunde zum Sieden erwiirmt. 
Nachdem das tiberschiissige Thionylchlorid bei 40° unter 15 mm 
Druck abdestilliert ist, wird der Destillationsriickstand von | 
neuem im Olbad fraktioniert destilliert. | 
Das Saurechlorid geht 
unter 9mm Druck bei 120° 
» 10mm ~~ a= Sa 
» 12mm oo. 
iiber. Die Ausbeute betrug 20,0g, entsprechend 88,9°/, der 
Theorie. Das frisch destillierte Siurechlorid ist eine fast farb- 








1) T. Sasaki, Biochem. Zs. Bd, 25, 8. 274 (1910). 
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lose Fliissigkeit; an der Luft nimmt es aber sehr leicht Braun- 
firbung an. Es lést sich in Alkohol, dagegen nicht in Wasser. 
Wie andere Saurechloride riecht es stechend und reizt die 
Schleimhiute. 


2. Darstellung der Oxymethylpyromykursiure. 
HC—— CH 
| ll 
HO-H,C-C CCO-NH-CH,-COOH . 


oe 
O 


7,5g Glykokoll (1 Mol.) werden in 100 ccm Normalnatron- 
Jauge (1 Mol.) gelést. Die Lésung wird mit einer Kiltemischung 
gut gekiihlt und unter kriaftigem Schiitteln abwechselnd in 
kleinen Portionen mit 128 ccm gekiihlter Normalnatronlauge 
und 19 g Oxymethylbrenzschleimsiurechlorid versetzt. Nach 
der Beendigung des Prozesses, der etwa 1 Stunde in Anspruch 
nimmt, wird die Fliissigkeit filtriert und das Filtrat mit 27 ccm 
n/5-Salzsiiure versetzt. Beim Stehen in der Kialte schieden 
sich keine Krystalle aus. So wurde die Reaktionsfliissigkeit 
nach einigen ‘lagen unter vermindertem Druck bis zur be- 
sinnenden Krystallisation eingeengt und an einem kiihlen Orte 
stehen gelassen. Die Krystalle werden abgesaugt und im Va- 
kuum iiber Schwefelsiure getrocknet. Die Mutterlauge wird 
bei 40° unter vermindertem Druck eingeengt, wodurch noch 
reichliche Mengen gewonnen werden. Um das beigemischte 
Kochsalz zu entfernen, lést man die Krystalle iu heiBem Alkohol. 
Aus heibem Wasser umkrystallisiert, wird die Oxymethylpyro- 
mykursiiure in schénen blittchen und Prismen erhalten. Ihre 
Menge betrigt 8,0g, entsprechend 40,2 °/, der Theorie. 

Der Schmelzpunkt der reinen Substanz liegt bei 182° 


(unkorr.). 

0,1671 g Substanz gaben 0,2950 g CO, und 0,0700g H,O. 

0,1174 g » » nach Kjeldahl verbrannt, verbrauchten 5,3 ecm 
n/10-H,SO,. 

C,H,NO, der. C 48,24 °/, H 4,538 °/, N 7,03 °/, 


Gef. ,, 48,14 » 4,68 , 6,92 


Die so gewonnene Oxymethylpyromykursiure ist léslich 
in Wasser. Sie ist in absoluten Athylalkohel, Methylalkohol 
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und Aceton in der Kilte ziemlich schwer léslich, list sich 
jedoch in der Wiirme in diesen Lésungsmitteln ziemlich leicht. 
Kaum léslich ist sie in Ather, Petrolither, Schwefelkohlenstoff, 
Benzol, Toluol, Chloroform und Amylalkohol. 

Die Spaltung dieser Siure erfolgte glatt auf folgende 
Weise: 

2 g Oxymethylpyromykursiiure werden 1 Stunde mit 100ccem 
heiBgesittigter Barytlésung riickflieBend erhitzt, die erhaltene 
Masse nach Zugabe von viel Wasser abfiltriert. Das Filtrat 
wird mit verdiinnter Schwefelsiiure versetzt und das Barium 
genau ausgefillt. Hierauf wird das Filtrat eingeengt, mit 
Schwefelsiure bis zu einem Gehalt von 5°/, versetzt und im 
Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. 

Nach dem Verdampfen des Athers erhiilt man eine ana- 
lysereine Substanz in einer Menge von 1,05g. In allen ihren 
Kigenschaften stimmt sie mit Oxymethylbrenzschleimsiure 
iiberein. Sie hat den Schmelzpunkt von 167° (unkorr.). 

0,1513 g Substanz gaben 0,2768 g CO, und 0,0572 g H,O. 

C,H,0, Ber. C 50,69 °, H 4,26 °/, 
Gef. ,, 49,89 », 4,23 

Die schwefelsaure wiiBrige Lésung wird mit Baryt von 
Schwefelsiiure quantitativ befreit und das Filtrat unter ver- 
iindertem Druck zur ‘Trockne verdampft. Der leicht gelblich 
gefiirbte Riickstand wird mit heiBem Alkohol gewaschen und 
dann aus Wasser wakrystallisiert (0,08 g). Auf Grund einer 
Analyse und des Suhmelzpunktes wird die Substanz als Glykokoll 
erkannt. 

0,0739 g Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, verbrauchten 10,3 ccm 
»/10-H,SO,. 

C,H,NO, Ber. 19,11"), Gef. N 19,51 9/,. 


Il. Fiitterungsversuche. 
A. Fitterung von Chitose. 


Die zu dem Experiment angewendete Chitose wurde nach 
der Vorschrift yon EK. Fischer und Tiemann?) aus Gluco- 


1) E. Fischer u. Tiemann, Chem. Ber. Bd. 27, 8. 138 (1894), 
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saminchlorhydrat dargestellt. Der Chitosensirup wurde in 
Wasser gelést, mit Natriumcarbonat neutralisiert und den Ver- 
suchstieren subcutan oder innerlich eingegeben. Als Versuchs- 
tiere dienten Kaninchen, Hunde, Hiihner und Frdésche. Aus 
dem Harne der Versuchstiere konnte ich die Oxymethylbrenz- 
schleimsiiure isolieren, aber die unverinderte Chitose und die 
Chitonsiiure wurden nicht nachgewiesen. Die Resorcin-HCl- 
Probe und Trommersche Zuckerprobe des Harnes, welche 
fiir den Nachweis von Chitose dienen, waren immer negatiy. 

Um die Umwandlungsprodukte der Chitose zu untersuchen, 
wurde der abgedampfte Harn mit 90°/,igem Alkohol auf- 
genommen, der nach Abdampfen des Alkohols erhaltene Riick- 
stand wurde in wenig Wasser gelést und mit Tierkohle be- 
handelt. Diese wiiBrige Lésung wurde je nach der Menge von 
gelésten Stoffen aut mdglichst kleine Mengen gebracht, mit 
Phosphorsiiure angesiiuert und dann mit Ather im Kumagawa- 
Sutoschen Extraktionsapparat extrahiert. Aus dem Ather- 
extrakt wurde nach dem Abdampfen des Athers ein ritlich- 
gelblicher Sirup erhalten. Bei einem giinstigen Fall schied 
sich daraus ein krystallinischer Kérper aus. Der gesammelte 
Atherriickstand wurde in heiBem Wasser gelést, von dem un- 
léslichen Ol befreit, weiter mit Tierkohle behandelt und stark 
eingeengt. Diese konzentrierte Lésung wurde dann unter Zu- 
satz von geringer T'oluol—Alkoholmischung in der Eiskammer 
stehen gelassen. Daraus schieden sich feine Krystallblattchen 
allmihlich aus. Durch Umkrystallisation aus Wasser bekam 
ich schéne Krystalle von Nidelchen, Blittchen oder auch Pris- 
men, welche bei 167° unter Gasentwicklung schmolzen. Die 
Analysenzahlen dieser Substanz stimmen mit Oxymethylbrenz- 
schleimsiiure gut tiberein. 

Um die Chitonsiiure aus dem Harne zu isolieren, wurde 
bei einigen Versuchen der alkoholische Auszug des Harnes 
in Wasser aufgenommen und mit Phosphorwolframsiure bei 
Gegenwart von Schwefelsiiure gefallt. Das Filtrat wurde in 
bekannter Weise durch Behandeln mit Baryt und Kohlensiure 
in eine kohlensaure Liésung verwandelt. Diese Lésung wurde 
eingeengt, mit Schwefelsiiure oder Phosphorsiure angesiuert 
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und mit Ather im Kumagawa-Sutoschen Apparat extrahiert. 
Aus der von der Oxymethylbrenzschleimsiiure befreiten saure 
wiBrigen Lisung wurde mit Baryt oder Bleicarbonat von Schwefel- 
siure oder Phosphorsiiure beseitigt. Das neutrale Filtrat wurde 
mit 10—20 g Sojabohnenpulver versetzt und im Brutschrank 
24 Stunden lang digeriert. Nach vollstiindiger Zersetzung des 
Harnstoffes wurde die Reaktionsfliissigkeit filtriert. Das Filtrat 
wurde bei niedriger Temperatur zu diinnem Sirup verdampft, 
mit Schwefelsiure versetzt, bis der Prozentgehalt 5°/, betrug 
und dann mit konzentrierter Phosphorwolframsiiurelésung ge- 
fillt. Das Filtrat wurde in bekannter Weise mit Baryt be- 
handelt. Die von Schwefelsiiure und Phosphorwolframsiure 
befreite Fliissigkeit wurde zuerst mit Kohlensiiure und dann 
mit Schwefelsiure von dem iiberschiissigen Baryt quantitatiy 
betreit. Die salzfreie Lésung wurde bei niedriger Temperatur 
zum dicken Sirup verdampft, mit absolutem Alkohol auf- 
genommen. Nach Abdampfen des Alkohols wurde der Riick- 
stand in wenig Wasser gelést und durch Kochen mit Calcium- 
carbonat neutralisiert. Das vom iiberschiissigen Calciumcarbonat 
abfiltrierte Filtrat wurde wieder bis zum Sirup eingeengt und 
mit absolutem Alkohol versetzt. Hier ergab sich eine alkohol- 
unlésliche, ziihe Masse, die nach einigen Tagen allmiihlich er- 
starrte. Durch Zerreiben der Masse erhielt man ein weibes 
amorphes Pulver. Wenn man das Pulver in wenig Wasser 
loste und laingere Zeit in der Kiskammer stehen lief, so 
gelang es nicht, die Krystallisation des Calciumsalzes zu 
gewinnen. Bei der Analyse wurden Zahlen erhalten, welche 
von den auf die Formel des chitonsauren Calciums berechneten 
Werten erheblich abweichen. Die Erforschung dieses Kérpers 
bleibt weiteren Versuchen vorbehalten. 


1. Versuche bei Kaninchen. 


Versuch 1: 5 Kaninchen wurden je 8 g Chitose einmal 
per os verabreicht. Durch die oben erwihnte Methode erhielt 
man eine analysenreine Substanz, welche bei 167° schmolaz. 
Daf es sich um Oxymethylbrenzschleimsiiure handelte, wurde 
durch folgende Analyse bestiitigt. 
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0,1287 g Substanz gaben 0,2378 g CO, und 0,0504 g H,0. 
C,H,0, Ber. C 50,69 °/, H 4,26 °/, 
Gef. ,, 50,39 » 4,38 

Die Ausbeute der Oxymethylbrenzschleimsiure betrug 1,50 g, 
entsprechend 4,3 °/, der Theorie der verabreichten Chitose. 

Versuch 2: 2 Kaninchen wurden mit je 5g Chitose 
tiiglich in wiiBriger Loésung subcutan injiziert. Im ganzen 
wurden 20g Chitose gegeben. Die Menge der aus dem Harn 
isolierten Oxymethylbrenzschleimsiure betrug 1,11 g  (ent- 
sprechend 6,3 °/, der Theorie). 

Versuch 3: 5 Kaninchen erhielten je 4 g Chitose subcutan 
eingespritzt. Aus dem Harn wurden 0,52 ¢ Oxymethylbrenz- 
schleimsiure (entsprechend 3,0 °/, der Theorie) erhalten, welche 
bei 167° schmolzen. 


2. Versuch bei Hunden. 


Versuch 4: 7 Hunden von 4,5—8,0 kg wurden je 5—10¢ 
- Chitose tiglich per os eingegeben. Im ganzen wurden 85 ¢ 
Chitose verabreicht. Aus dem Urin konnte ich 3,25¢ reine 
Substanz erhalten, welche bei 167° schmolz. DaB es sich um 
Oxymethylbrenzschleimsiiure handelte, wurde durch eine Ana- 
lyse bestiitigt. 

0,1210 g Substanz gaben 0,2258 g CO, und 0,0532 g H,0. 

C,H,0O, Ser. C 50,69 °/, H 4,26 °/, 
Gef. ,, 50,89 4,91. 

Die Ausbeute entspricht 4,4°/, der Theorie aus der ver- 
abreichten Chitose. 

Versuch 5: EKinem Hund von 3,5 ke wurden 5g Chi- 
tose tiglich innerlich verabreicht. Die Fiitterung wurde in 
derselben Weise 4 Tage lang fortgesetzt. Ks wurden erhalten: 
0,25 ¢ reine Oxymetbylbrenzschleimsaure (entsprechend 1,4°/, 
der Theorie). 

Versuch 6: 5 Hunde von 4,5—8kg erhielten je 2,5 bis 
4,0¢ Chitose tiglich subcutan. Im ganzen wurden 60¢ Chi- 
tose verfiittert. Die Menge der aus Harn isolierten Oxymethyl- 
brenzschleimsiiure betrug 1,45 g (entsprechend 2,8°/, der Theorie). 
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Versuch 7: 3 Hunden von 4,5—5,0kg wurden je 4 
Chitose taiglich subcutan injiziert. Die Gesamtmenge der ver- 
abreichten Chitose betrug 25¢. Man erhielt daraus 0,62 ¢ 
reine Oxymethylbrenzschleimsiiure (entsprechend 2,8 °/, 
Theorie). 

Versuch 8: Kinem Hunde von 5kg wurde die Chitose 
in der Gesamtquantitit von 15g in Dosen zu 7,5¢ einmal 
tiiglich subcutan eingespritzt. An Oxymethylbrenzschleimsiiure 
bekam ich 0,51 g (entsprechend 3,9 °/ 


, der 


der Theorie). 


Uv 


3. Versuche bei Hiihnern. 

Versuch 9: 2 mittelgroBen Hiihnern wurde die Chitose 
in taglichen Dosen von 2g per Kopf eingegeben. Im ganzen 
erhielten die Tiere zusammen 50g Chitose. Die Verarbeitung 
der Urme geschah in der oben beschriebenen Art. Die aus 
der Oxymethylbrenzschleimsiurefraktion ausgeschiedenen Kry- 
stalle wogen trocken 1,2 ¢, die bei 167° schmolzen. Auf Grund 
einer Analyse und des Schmelzpunktes wird die Substanz als 
mit Oxymethylbrenzschieimsiiure identisch angenommen. 

0,1650 g Substanz gaben 0,3066 g CO, und 0,0665 g H,0. 

C,H,0, Ber. C 50,69 °/, H 4,26 °/, 
Gef. ,, 50,67 oy 4,00. 

Versuch 10: 8 Hiihnern wurden je 2g Chitose tiglich 
unter die Haut eingespritzt. Im ganzen erhie!ten die Tiere 
zusammen 32g Chitose. Aus der Oxymethylbrenzschleimsiure- 
lraktion erhielt ich 0,72g reine Oxymethylbrenzschleimsiure 
(entsprechend 3,9 °/, der Theorie). 


4. Versuch bei Fréschen. 


Versuch 11: Um den Harn ohne Verlust zu erhalten, 
wurde zuerst den Frischen die Haut um den Anus mit einem 
Haden abgebunden und je 0,02—0,06 g Chitose in den Lymph- 
sack injiziert. 545 Fréschen wurden zusammen 48¢ Chitose 
eingegeben. Die Menge des 24stiindigen Harnes betrug 6530 ccm. 
Der Urin wurde genau nach Angabe von Suzuki!) auf Oxy- 
methylbrenzschleimsiiure verarbeitet. Ks wurden erhalten: 0,40 ¢ 





) N. Suzuki, Jl. of Biol. Chem. Bd. 48, S. 1 (1919). 
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Oxymethylbrenzschleimsiure (entsprechend 1,0°/, der Theorie’, 
die bei 167° schmolz. 


0,0724 g Substanz gaben 0,1348 g CO, und 0,0288 g H,0. 


CHO, 


Ber. C 50,69 °/, 


Gef. ,, 50,77 


H 4,26 %, 
4,44. 


Meine Befunde der Fiitterungsversuche von Chitose kénnen 
kurz in folgender Tabelle zusammengestellt werden. 


Tabelle I. 





| Versuchs- 


mayer?) durch Erhitzen von Saccharose 


-- 


| nummer 


Tierarten 


Kaninchen 


” 


Hund 


99 


Sinks 


99 
Frosch 








Gefiitterte Chiton- Resorcin- 
aia Oxymethylbrenz- | 5. 16 HCl- 
LENS ii ae 

schleimsiure Probe 
40 g 1,50 g 4,3 °/y (+) (=) 
20 111 6,3 = 
20 0,52 3.0 = jw 
35 3,25 4,4 f=) 
20 0,25 14 i 
60 1,45 2,8 fm) 
25 0,62 2,8 = 
15 0,51 8,9 (=) (—) 
50 1,25 2,7 = 
32 0,72 8,9 (<3 bat 
48 0,40 1,0 bn) 





Ausbeute von 

















B, Futterung von Oxymethylfurfurol. 





Das Oxymethylfurfurol, das ich zu meinen Versuchen be- 
nutzt habe, wurde dargestellt nach der Vorschrift von Kier- 
mit 0,3 °/, iger 
wiiBriger Oxalsiiurelésung waihrend 3 Stunden auf 3 Atm. und 
darauf folgende Extraktion mit Essigester. 
Das frisch destillierte Oxymethylfurfurol wurde in 15°/, iger 
Lésung Hunden, Kaninchen und Hihnern per os oder subcutan 
eingegeben. Aus dem Harn der Versuchstiere konnte ich durch 
folgende Verarbeitung die Oxymethylbrenzschleimséure in be- 
triichtlicher Menge isolieren, aber die Oxymethylpyromykursaure 


nicht mit Sicherheit nachweisen. 


1) Kiermayer, Chem. Zbl. 1895, II, 8. 214. 
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Der gesammelte Harn der Versuchstiere wurde bei 
niedriger ‘Temperatur zum Sirup verdampft. Der Sirup wurde 
mit 90°/,igem Alkohol in der Wirme erschépfend extrahiert. 
Der nach Abdampfen des Alkohols erhaltene Riickstand wurde 
in wenig Wasser aufgenommen und bei Gegenwart von 
Schwefelsiure mit Phosphorwolframsiure gefaillt. Das Filtrat 
von der Phosphorwolframsaurefaillung wurde mit Baryt behandelt 
und aus dem alkalischen Filtrat wurde das Barium mit Kohlen- 
siure und dann mit Schwefelsiure vollstindig entfernt. Die 
salzfreie Lésung wurde bis auf ein kleines Volumen eingeengt 
und im Fliissigkeitextraktor mit Ather extrahiert. Das Ather- 
extrakt wurde als A und die wiiBrige Lésung als B verarbeitet. 

A. Aus dem Atherextrakt schieden sich schon im Gang 
der Extraktion prachtvolle Krystallnadeln aus. Nach Ab- 
dampfen der iitherischen Mutterlauge erhielt man noch reich- 
liche Krystalle. Die Krystalle wurden aus heifem Wasser 
unter Zusatz von Tierkohle umkrystallisiert. Die so gereinigte 
Substanz list sich in Wasser und Alkohol, schwer in Ather. 
Sie schmolz bei 167° unter Gasentwicklung. In den Analysen- 
daten zeigt diese Substanz eine gute Ubereinstimmung mit 
Oxymethylbrenzschleimsiure. 

B. Aus der Riickstandsfliissigkeit der Atherextraktion 
wurde die Schwefelsiure mit Baryt entfernt, das alkalische 
Filtrat mit Kohlensiure vom Baryt befreit. Die salzfreie, 
neutrale Lésung wurde nun mit etwa 10—20 ¢ Sojabohnen- 
pulver versetzt und im Brutschrank 24 Stunden lang stehen 
gelassen. Nach vollstiindiger Zersetzung des Harnstoffs wurde 
das unléslich bleibende Sojabohnenpulver abfiltriert. Das Filtrat 
wurde dann bis zum Sirup verdampft, in wenig Wasser auf- 
genommen und nach Zusatz von Schwefelsiiure mit Phosphor- 
wolframsiure gefaillt. Das Filtrat der Phosphorwolframsiure- 
fillung wurde von iiberschiissiger Phosphorwolframsiiure mit 
Baryt befreit. Aus dem alkalischen Filtrat wurde das iiber- 
schiissige Barium erst mit Kohlensiure und dann mit Schwefel- 
siure quantitativ entfernt. Die salzfreie Loésung wurde bei 
niedriger ‘Temperatur verdampft. Gegen meine Erwartung 
konnte ich daraus keine Oxymethylpyromykursiure isolieren. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXIX. 19 
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1. Versuche bei Kaninchen. 


Versuch 12: 5 Kaninchen wurde das Oxymethylfurfurol 
in 15°/,iger Lésung in der Gesamtquantitit von 15g innerlich 
in Dosen zu 8 g auf einmal verabreicht. 

Die Verarbeitung des Urins geschah in der oben be- 
schriebenen Art. Aus dem gesammelten Urin erhielt ich farb- 
lose, nadelférmige Krystalle. Das Priparat schmolz bei 167°. 
DaB es sich um Oxymethylbrenzschleimsiure handelte, wurde 
durch eine Analyse bestitigt. 

0,1916 g Substanz gaben 9,3550 g CO, und 0,0744 g H,0O. 

C,H,0,; Ber. C 50,69°), H 4,26°/, 
Gef. ,, 50,53 , 4,84. 

Die Ausbeute betrug 9,02 g, entsprechend 52,5°/, der 
Theorie. 

Versuch 13: 4 Kaninchen wurden je 1,5 g Oxymethyl- 
furfurol taglich in wiBriger Lésung subcutan eingespritzt. Im 
ganzen erhielten die Kaninchen zusammen 12 g Oxymethy]- 
furfurol. Aus dem Harne wurden 9,17 g reine Oxymethyl- 
brenzschleimsiure (entsprechend 66,7°/, der Theorie) isoliert, 
die bei 167° schmolz. 


2. Versuche bei Hunden. 

Versuch 14: Das frisch destillierte Oxymethylfurfurol 
wurde 2 Hunden in Dosen yon 3g per Kopf in Milch geldst 
eingegeben. Aus dem Urin, den ich ebenso wie in der oben 
beschriebenen Weise verarbeitete, konnte ich 4,20 ¢ reine 
Substanz erhalten, welche bei 167° schmolz. DaB es sich um 
Oxymethylbrenzschleimsiure handelte, wurde durch folgende 
Analyse zur GewiBheit. 

0,1789 g Substanz gaben 0,3329 g CO, und 0,0696 g H,O. 

C,H,0, Ber. C 50,69°/, H 50,64, 
Gef. ., 4,26 1 4,85. 

Die Ausbeute entspricht 61,1°/, der Theorie. 

Versuch 15: Den bei Versuch 14 verwendeten 2 Hunden 
wurde das Oxymethylfurfurol in taglichen Dosen von 2,5 g 
pro Kopf subcutan eingegeben. Im ganzen erhielten die Tiere 
zusammen 10g QOxymethylfurfurol. Aus den wie sonst ge- 
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wonnenen Atherausziigen des Harnes bekam ich 6,56 g reine 
Oxymethylbrenzschleimsiure, entsprechend 56,4°/, der Theorie. 


3. Versuche bei Hiihnern. 


Versuch 16: 10g Oxymethylfurfurol wurden an 5 Hiihnern 
innerlich verabreicht und zwar in tiglich einmaliger Dosis 
von 2g. Die gesammelten Exkremente der Hiihner wurden 
aut dem Wasserbade getrocknet, mit heiBem Alkohol er- 
schépfend extrahiert, der vereinigte Auszug abgedampft und 
der Riickstand im Wasser aufgenommen. Die weitere Ver- 
arbeitung geschah in der oben beschriebenen Weise. Aus der 
Fraktion von Oxymethylbrenzschleimsiure bekam ich die Sub- 
stanz in schénen Krystallen, die bei 167° schmolzen. 

0,1510 g Substanz gaben 0,2807 g CO, und 0,0378 g H,0. 

C,H,O, Ber. C 50,69°/, H 4,26°/, 
Gef. ,, 50,70 » 4,43. 


Ks unterliegt keinem Zweifel, daB die hier erhaltene Sub- 
stanz mit Oxymethylbrenzschleimsiure identisch war. Die Aus- 
beute betrug 5,27 g, entsprechend 45,9°/, der Theorie. 

Versuch 17: 8 Hiihner erhielten je 1 g Oxymethyl- 
furfurol subcutan eingespritzt. Die Bearbeitung der Exkre- 
mente geschah in der oben beschriebenen Art. Es wurde 
erhalten: 4,44 g Oxymethylbrenzschleimsiure, entsprechend 
43,7°/, der Theorie aus dem eingespritzten Oxymethylfurfurol. 

Die Ergebnisse der einzelnen Fiitterungsversuche von 
Oxymethylfurfurol sind wieder tabellarisch niedergelegt: 


Tabelle ILI. 








Ver- (Fe- Ausbeute von Oxy- | Oxymethyl- 
suchs- Tierarten | fiitterte | methylbrenzschleim- | pyromykur- 
nummer Menge siiure siiure 
12 Kaninchen 15g 9,02 g 52,5 °/, (—) 
13 ; 12 9,17 66,7 Gs) 
14 Hund 6 4,20 61,1 (—) 
15 a 10 6,56 56,4 (—) 
16 Huhn 10 5,27 45,9 ‘Con 
17 , 8 4,44 43,7 ta 














19* 
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C. Fitterung von Chitonsiure. 


Zur Darstellung des zu den Versuchen dienenden chiton- 
sauren Kalks benutzte ich das Verfahren von Fischer 
und Tiemann.’) Mit diesem Salz habe ich eine Reihe von 
Fiitterungsversuchen an Kaninchen, Hunden und Hiihnern 
angestellt. Gegen meine Erwartung konnte ich dabei keine 
Spur von Oxymethylbrenzschleimsiure als Umwandlungsprodukt 
isolieren, sondern es wurde die verabreichte Saiure zum Teil 
unveriindert im Harne ausgeschieden. Die Verarbeitung des 
Harnes geschah in der folgenden Weise: Der abgedampfte 
Harn wurde mit 90°/,igem Alkohol extrahiert, der nach Ab- 
dampfen des Alkohols erhaltene Riickstand wurde in 5°/,iger 
Schwefelsiiure aufgenommen und dann mit Phosphorwolfram- 
siure gefallt. Nach einigen Tagen wurde das Filtrat in be- 
kannter Weise durch Behandeln mit Baryt und Kohlensiure 
in eine kohlensaure Liésung verwandelt und stark eingeengt. 
Die eingeengte Liésung wurde dann mit Schwefelsiure an- 
gesiiuert und mit Ather extrahiert. Aus dem Atherextrakt 
wurde keine Spur von Oxymethylbrenzschleimsiure isoliert. 
Die saure Lisung, die vollstiindig mit Ather extrahiert worden 
war, wurde mit iiberschiissigem Baryt versetzt. Das alkalische 
Filtrat wurde mit Kohlensiiure von baryt befreit. Die neu- 
trale Lésung wurde dann mit Sojabohnenpulver versetzt und 
im Brutschrank einen Tag lang stehen gelassen. Nach voll- 
stiindiger Zersetzung des Harnstoffes filtrierte man vom un- 
léslich bleibenden Sojabohnenpulver ab. Das Filtrat wurde bei 
niedriger Temperatur zum Sirup abgedampft. Der Sirup wurde 
in wenig Wasser aufgenommen und mit Phosphorwolframsiure 
nach Zusatz von Schwefelsiure gefillt. Aus dem Filtrat der 
Phosphorwolframsiurefallung wurden Schwefelsiure und Phos- 
phorwolframsiure mit Baryt entfernt. Aus dem alkalischen 
Filtrat wurde das iiberschiissige Barium erst mit Kohlensiiure 
und dann mit Schwefelsiure quantitativ entfernt. Die schwefel. 
saure Lésung wurde wieder unter vermindertem Druck ein- 
gedampft. Der schwach gelblich-briunlich gefarbte Sirup wurde 


1) E. Fischer u. Tiemann, Chem. Ber. Bd. 27, 8. 188 (1894). 





Uber die aus Zuckerarten sich ableitenden Furanverbindungen. 293 


in absolutem Alkohol aufgenommen, nach einiger Zeit abfiltriert 
und von neuem abgedampft. Der hierdurch erhaltene Sirup 
wurde in wenig Wasser aufgenommen und mit reinem, iiber- 
schiissigem Calciumcarbonat gekocht. Das vom iiberschiissigem 
Calciumcarbonat befreite Filtrat wurde wieder zum Sirup ver- 
dampft und in absoluten Alkohol eingegossen. Die zuerst 
ziihe Masse ging im Alkohol allmahlich in eine spréde Masse 
iiber. Diese harte Masse wurde gepulvert und mit warmem 
absoluten Alkohol erschépfend ausgewaschen. Das so erhaltene 
Kalksalzpulver wurde in Wasser gelést und nach Impfen von 
chitonsaurem Calcium an einem kiihlen Orte zur Krystallisation 
stehen gelassen. Nach mehreren Tagen schieden sich daraus 
weiBliche, sandige Krystalle aus, die zur Analyse aus heiBem 
Wasser umkrystallisiert wurden. Daf es sich um chitonsauren 
Kalk handelte, wurde durch Analysen bestitigt. 


1. Versuche bei Kaninchen. 


Versuch 18: 12 Kaninchen wurde das chitonsaure Calcium 
in tiglichen Dosen von 2,8 g subcutan eingespritzt. Im ganzen 
erhielten die Kaninchen zusammen 64 g chitonsauren Kalk, 
entsprechend 50g Chitonsiure. Die Verarbeitung der Urine 
geschah in der oben beschriebenen Art. Aus der Oxymethyl- 
brenzschleimsiurefraktion konnte ich nichts isolieren, waihrend 
aus der Fraktion des chitonsauren Kalks 5,70 g krystallisierte 


Substanz erhalten wurde. 
0,1682 g Substanz gaben 0,2048 g CO, und 0,0807 g H,0. 


0,2786g ,, , 0,0368 g CaO. 
(C,H,0,),Ca-2H,O Ber. C 33,499, HH 5,12°/, Ca 9,30°, 
Gef. ,, 33,20 5,33 » 9,81. 


Auf Grund dieser Analyse war die Substanz als chitonsaures 
Calcium gekennzeichnet. Die Ausbeute des chitonsauren Kalks 
entspricht 8,9°/, der'Theorie auf verabreichtem chitonsauren Kalk. 

Versuch 19: 5 Kaninchen erhielten tiglich je 2 g 
chitonsauren Kalk mittels Schlundsonde. Im ganzen wurden 
00 g verfiittert. Aus dem Harn erhielt ich 3,72 g chiton- 
saures Calcium (7,4°/, der Theorie). 

0,2088 g Substanz gaben 0,0283 g CaO. 

(C,H,O,),Ca+2H,O Ber. Ca 9,30°/, Gef. Ca 9,69°,. 

















294 Junji Karashima, 


2. Versuch beim Hunde. 


Versuch 20: 5g sirupése, freie Chitonsiure wurden in 
Form des Natriumsalzes in konzentrierter Lésung einem Hund 
von 4,5 kg subcutan eingespritzt. Aus dem Urin konnte ich 
0,52 g chitonsaures Calcium, entsprechend 8,0°/, der Theorie, 
isolieren. DaB es sich um chitonsaures Calcium handelte, 
wurde durch folgende Versuche zur Gewifheit. 

0,1456 g Substanz gaben 0,1782 g CO, und 0,0708 g H,O. 


00914g ,, » 0,0122 g CaO. 
(C,H,O,),Cae2H,O Ber. C 33,49°/, H 512°, Ca 930°, 
Gef. ., 33,37 ,. 5,43 9,54. 


3. Versuch bei Hiithnern. 

Versuch 21: Chitonsiiure wurde in Form des Calcium- 
salzes in Wasser gelést in einer Gesamtquantitéat von 20 g 
an 10 Hiihnern subcutan verabreicht. Die gesammelten Exkre- 
mente der Tiere wurden auf dem Wasserbade getrocknet, mit 
hei8em Alkohol extrahiert. Der alkoholische Auszug der 
Exkremente wurde genau nach der oben beschriebenen Art 
bearbeitet. Dabei konnte ich auch kein Umwandlungsprodukt 
erhalten, sondern bekam im ganzen 0,95 g chitonsaures Calcium 
(4,4°/, der Theorie). 

0,1462 g Substanz gaben 0,1818 g CO, und 0,0734 g H,O. 


0,3504¢ ,,  0,0457 g CaO. 
(C,H,O,),Ca+ 2 H,O Ber. C 33,49°/, H 5,12°/, Ca 9,30°/, 
Gef. ., 33,37 3,48 9454. 


Die Resultate der Fiitterungsversuche yon Chitonsiiure 
sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle III. 











Ver- Chitonsaures Calcium Oxymethyl- 








suchs- | Tierarten j|— - | brenz- 
nummer gefiittert wieder gefunden | schleimsiure 
18 Kaninchen 64g 5,70 ¢ | 8,9 °/, (—) 
19 ‘ 50 3,72 7,4 — 
20 Hund 5 0,52 8,0 (oo) 


(freie Sdure) | 
21 Huhbn 20 ¢ | 0,95 | 4,4 ae 
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D. Fitterung von Chitarsaure. 


Der den Tieren verfiitterte chitarsaure Kalk wurde nach 
der Vorschrift von Fischer und Tiemann} aus der Glucos- 
aminsiure dargestellt. 

Mit der Erwartung, daB entweder als Umwandlungs- 
produkte Isozuckersiure und Oxymethylbrenzschleimsiure im 
Harne ausgeschieden werden oder die verabreichte Chitar- 
siure zum Teil unverandert wiedergefunden werden kann, habe 
ich die Harnbearbeitung nach allen Fraktionen getrennt aus- 
gefiihrt. Bei allen Versuchstieren konnte ich weder lsozucker- 
siure noch Oxymethylbrenzschleimsiure isolieren. Nur beim 
Versuche an Hiihnern wurde die Chitarsiure als Kalksalz 
wiedergefunden. 


1. Versuch bei Kaninchen. 

Versuch 22: 23,9 ¢ Kalksalz von Chitarsiure wurden 
an 5 Kaninchen subcutan eingespritzt. Alle Bemiihungen, aus 
dem Harn die Umwandlungsprodukte zu isolieren, sind ver- 
geblich gewesen. Man erhielt jedoch aus der Fraktion von 
Chitarsiure ein in Alkohol unloésliches Kalksalz, welches aber 
bei der Ca-Bestimmung mit dem chitarsauren Kalk nicht iiber- 
elnstimmt. 

2. Versuch beim Hunde. 


\f 


Versuch 23: Einem Hund yon 5 kg wurden 20 g 
Chitarsiure als Kalksalz in tiglich einmaliger Dosis von 5 g 
subcutan injiziert. Aus dem Harn bekam ich weder Oxy- 
methylbrenzschleimsaiure noch chitarsauren Kalk. 


“ 


3. Versuch bei Hiihnern. 

Versuch 24: In einer Gesamtquantitit von 20 g wurde 
das Kalksalz von Chitarsiure an 7 Hiihnern subcutan ein- 
gespritzt. Die gesammelten Exkremente wurden genau so wie 
beim Chitonsiiureversuch bearbeitet. Aus der Fraktion von 
Chitarsiure konnte ich die Saéure durch Impfen von chitar- 
saurem Kalk als Calciumsalz in schénen Prismen isolieren. 


1) E. Fischer u. Tiemann, Chem. Ber. Bd. 27, S. 138 (1894). 
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DaB es sich um chitarsaures Calcium handelte, wurde durch 
folgende Analyse zur Gewibheit. 


0,1068 g Substanz verloren bei 140° 0,0170 g H,O und gaben 
0,0108 g CaO. 


(C,H,O,)Ca-4H,O Ber. H,O 15,45°/, Ca 8,59°/, 
Gef. ,, 15,92 8,69. 

Die Ausbeute des chitarsauren Kalks betrug 0,20 g, ent- 
sprechend 1,0°/, der Theorie auf den verabreichten chitar- 
sauren Kalk. 

Die Resultate der Fiitterungsversuche von Chitarsiure 
sind wieder tabellarisch niedergelegt: 


Tabelle V. 








Ver- Chitarsaures Calcium Oxymethyl- 
suchs- ere = brenz- 
nummer gefiittert |  wiedergefunden | schleimsiiure 
22 Kaninchen 23,9 g ae (—) 
23 Hund 20,0 (—) (—) 
24 Huhn 20,0 0,20¢ 1,0°, (—) 














Uber das Verhalten des Isochinolins im tierischen 
Organismus. 


Von 
Masao Takahashi. 
Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Nagasaki. Direktor: Prof. Dr. M. Tomita.) 


Der Redaktion zugegangen am 15, Juli 1927.) 


AuBer von Pyridin und Chinolin, deren Verhalten im 
Tierorganismus schon mebhrfach studiert wurde’), lassen sich 
viele Alkaloide auch vom Isochinolin ableiten, darunter das 
vielleicht von allen Pflanzenalkaloiden am weitesten verbreitete 
Berberin. Alle iibrigen Isochinolinbasen sind auf die Familien- 
reihen der Ranales und Rhoeadales beschrinkt, und es ist 
nicht ausgeschlossen, da manches der bisher in ihrer Kon- 
stitution noch nicht festgestellten Alkaloide aus diesen Pflanzen- 
gruppen sich als Isochinolinderivat erkennen lassen wird. 

Das Studium seines Verhaltens im Organismus koénnte 
deshalb sehr geeignet sein, iiber die Schicksale der Alkaloide 
im Tierkérper Licht zu verbreiten. 

Auf Veranlassung von Prof. Dr. M. Tomita habe ich mir 
die Frage vorgelegt, ob das Isochinolin wie das Pyridin und 
das Chinolin nach seinem Durchgang durch den Organismus 
wenigstens zum Teil in Form einer methylierten Verbindung 
im Harn auftrete. 





1) W. His, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 22, S. 253 (1887); R. Cohn, 
Diese Zs. Bd. 18, S. 112 (1894); Z. Hoshiai, Diese Zs. Bd. 62, 8. 118 
(1909); Z. Hoshiai u. G. Totani, Diese Zs. Bd. 68, 8S. 83 (1910); 
K. Mayeda u. M. Ogata, Diese Zs. Bd. 89, 8. 251 (1914); E. Abder- 
halden u. Mitarbeiter, Diese Zs. Bd. 59, S. 32 u. Bd. 62, S. 133 (1909); 
M. Tomita, Biochem. Zs. Bd. 116, S. 48 (1921); S. Tamura, Acta 
Scholae Med. Kioto. Vol. 6, Fasc. 4 (1924). 
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Zwecks Loésung dieser Frage wurden zuerst einige Ver- 
suche an Hunden, Hihnern und Kaninchen angestellt, deren 
Resultate im folgenden mitgeteilt werden. 


Experimentelle Belege. 


I. Versuche an Hunden. 


Einigen Hunden wurden je 0,1—0,3 g Isochinolin tiglich 
in 10°/,iger Lésung in Olivenél subcutan injiziert bis zur 
Gesamtmenge von 40g. Im Verlauf der Kinspritzungen zeigten 
sich keine schidlichen Nebenwirkungen als zeitweiliges Hr- 
brechen und Durchfalle. Der Harn bot in Menge, Aussehen 
und Reaktion keine Besonderheiten dar und kein Geruch nach 
Isochinolin war wahrzunehmen. 

Der frische Harn wurde immer gleich mit Bleiacetat- 
lésung im UberschuB versetzt und filtriert, das Filtrat durch 
Zusatz von Bleiessig und Ammoniak von neuem gefillt und 
filtriert. Das Filtrat und Waschwasser wurden vereinigt und 
dann mit Schwefelsiure entbleit. Das Filtrat vom schwefel- 
sauren Blei- wurde unter vermindertem Druck eingeengt und 
mit Kaliumquecksilberjodidlésung versetzt, so lange, bis kein 
gelblicher Niederschlag mehr ausfiel. Nach 24 Stunden wurde 
der Niederschlag unter Zusatz von Schwefelsiure durch das 
frisch gefillte Silberoxyd zersetzt. Das Filtrat vom Jodsilber 
wurde durch Barytwasser von iberschiissiger Schwefelsiure 
und Silbersulfat befreit, der iiberschiissige Baryt durch EKin- 
leiten von Kohlensiiure und leichtes Erwirmen entfernt. 

Die wibBrige, alkalische Lésung wurde mit Salzsiure 
genau neutralisiert, unter vermindertem Druck eingedampft 
und mit Alkohol extrahiert. Nach wiederholtem Ausziehen 
mit Alkohol und Eindampfen wurde der sirupése, briaunlich 
gefirbte Riickstand mit absolutem Alkohol aufgenommen und 
aus dieser alkoholischen Liésung wurde der gelbweiBliche 
Niederschlag durch alkoholische Platinchloridlésung gefillt. 
Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus heiBem Wasser 
erhielt man das Platindoppelsalz in Form der orangeroten, 
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nadelférmigen Krystalle. Es wog exsiccatortrocken 1,59g und 
schmolz bei 236° C unter Gasentwicklung. 
Zur Analyse wurden die Krystalle bei 110°C getrocknet. 
0,1155 g Substanz ergaben 0,0323 g Pt. 


0,1618 g ss lieferten 6,2 ecm N (24,5°C, 758 mm). 
(C,,H, >N-Cl),Pt-Cl, Ber. Pt 28,03 °/, N 4,02 ° 
Gef. ,. 27,97 , 4,25. 


II. Versuche an Hihnern. 

Das Isochinolin, als 10°/,ige Lésung in Olivendl, wurde 
den mit Reis gefiitterten Hiihnern in taiglichen Dosen von je 
0,1 g subcutan injiziert. Im ganzen wurden etwa 15,0 g 
Isochinolin gegeben. ~Der Harn wurde auf gleiche Weise wie 
beim Hunde behandelt. 

Zuletzt schied sich das Platindoppelsalz aus heibem 
Wasser in Form von orangeroten, nadelférmigen Krystallen 
ab, die 0,5 g¢ wogen und bei 236°C unter Gasentwicklung 
schmolzen. 

0,0494 g Substanz ergaben 0,0138 g Pt. 

(C,H, .N-CD,Pt-Cl Ber. Pt 28,03,  Gef. Pt 27,939. 


III. Versuche an Kaninchen. 

Kinigen Kaninchen wurden je 0,1 g Isochinolin als Oliven- 
dllésung tiglich subcutan injiziert bis zur Gesamtmenge von 
41,8 g. Nach den wiederholten verschiedenen Operations- 
verfahren waren die Versuche beim Kaninchen, um die 
methylierte Verbindung im Harn nachzuweisen, ergebnislos 
verlaufen. 

Aus meinen Versuchen geht hervor, daB Iso- 
chinolin wie Pyridin und Chinolin im Organismus 
von Hunden und Hiihnern, wenn auch in geringerer 
Menge, in die methylierte Verbindung ibergefihrt 
wird. Im Kaninchenorganismus konnte ich dagegen 
diesen Vorgang nicht mit Sicherheit nachweisen. 


7 a ee 
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Spektrographische Untersuchungen an Kohlenhydraten 
im Ultraviolett. 
Von 


L. Kwiecinski und L. Marehlewski. 


(Der Redaktion zugegangen am 22, Juni 1927,) 


Unter dem obigen Titel bespricht P. Niederhoff*) Unter- 
suchungen, die ihn zu dem Resultate fiihren, daB die ,,eine 
Aldehyd- oder Ketongruppe enthaltenden Zucker“ ein Absorp- 
tionsband im Wellenlingenbereich um 2800 AE. veranlassen. 

Im Verlauf von Studien iiber durch organische Substanzen 
veranlabte Absorptionen”) haben wir auch viele Kohlenhydrate 
untersucht. Unsere Ergebnisse decken sich nicht mit den- 
jenigen von Niederhoff, soweit es sich um Galaktose und 
Glucose handelt. Das von diesem Forscher gefundene Ab- 
sorptionsband wird nur von nicht geniigend gereinigten Pri- 
paraten verursacht, wahrend sehr griindlich gereinigte nur eine 
kontinuierliche Absorption verursachen. Im Falle der Livu- 
lose sind wir noch nicht in der Lage, ein definitives Urteil zu 
iuBern, so viel steht aber fest, da& je reiner das Priparat, 
desto schwicher das Absorptionsband und das anscheinend 
sehr reine Priparate durch weitere Krystallisation verdorben 
werden kénnen, indem mitunter Praparate mit stiirkeren Ab- 
sorptionsbindern erhalten werden. 

Unsere Untersuchungsresultate*) der d-Galaktose sind be- 
reits publiziert, diejenigen tiber d-Glucose und d-Lavulose sowie 
iiber Glucoside folgen demnichst. 


Krakau, 20. Juni 1927. 


1) Diese Zs. Bd. 165, 8S. 130 (1927). 

*) Bull. de la Soc. chim. de France 1923, S. 1405; 1924, S. 37, 473, 
705, 1613; 1925, S. 404, 160; 1926, S. 1368. 

*) Bull, de Acad. Polonaise des Sciences et des Lettres 1926, S. 255. 
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Amyegdalase, Gentiobiase, Gentianase. 


Von 


Karl Josephson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm. 


(Der Redaktion zugegangen am 13, Juni 1927.) 


Die Feststellung, daB das Disaccharid des Amygdalins, die Amyg- 
dalose, eine 1,6-9-Glucosido-Glucose!) und daB es weiter mit dem 
Spaltungsprodukt der Gentianose, Gentiobiose, identisch ist”), hat die 
Frage tiber die Beziehungen zwischen der Amygdalase und der Gentio- 
biase erweckt. Auch die Gentianase, deren selbstiindige Existenz fraglich 
ist, hat sicher Beziehungen zu beiden oder zu einem der zwei Enzyme 
Amygdalase und Gentiobiase. Vielleicht ist die sog. Gentianase iden- 
tisch mit dem einen dieser Enzyme. 

Hinsichtlich der Verschiedenheit der Amygdalase und der Gentio- 
biase haben neuerdings H. Pringsheim, J. Bondi und J. Leibowitz’) 
durch die Feststellung einer Gentiobiosesynthese durch ein Enzym in 
Unterhefen Beitriige zur Beleuchtung der Frage geliefert. In 50°/, iger 
Glucoselésung haben diese Autoren bei py, = 6,6, also nahe an das 
Py- Optimum der Amygdalasewirkung‘), die weitestgehende Synthese, 
gemessen an der Abnahme des Reduktionsvermégens erreicht. Durch 
Bestimmung der Drehung und Reduktionskraft des isolierten Disaecharids 
und besonders durch Uberfithrung in §-Octacetat wurde bewiesen, daf 
das synthetische Produkt Gentiobiose war. 

, Dieser erstmalige exakte Nachweis einer Gentiobiosesynthese durch 
Hefefermente interessiert“, schreiben die zitierten Autoren, ,,besonders 
im Zusammenhang mit der Frage nach dem Vorkommen f-glucosi- 
datischer Fermente in der Hefe, Zunichst ist festzustellen, daB 


') R. Kuhn, Chem. Ber. Bd. 56, S. 857 (1923). 

*) W. N. Haworth u. B. Wylam, Jl. of Chem. Soe. Bd. 123, 
S. 3120 (1923); C.S. Hudson, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 46, 8. 483 
(1924), 

3) H. Pringsheim, J. Bondiu. J. Leibowitz, Chem. Ber. Bd. 59, 
S. 1983 (1926). 

4) R. Willstitter u. W. Csanyi, Diese Zs. Bd. 117, S. 181 (1921). 

















302 Karl Josephson, 


unsere neue Gentiobiase von der altbekannten Amygdalase, die 
Gentiobiose nicht spaltet, vollkommen verschieden ist. Das gelegent- 
liche Vorkommen einer echten Gentiobiase in Hefen neben dem der 
weitverbreiteten Amygdalase findet seine Analogie in der Existenz einer 
auf bestimmte Malzsorten beschrinkten Glucomaltase'), die von der ge- 
wohnlichen Gerstenmalzmaltase”) spezifisch verschieden ist. Der eine 
yon uns hat schon friiher vermutet*), daB die beiden, die Gentiobiose- 
bindungen lésenden Fermente im selben Verhiltnis zueinander stehen 
wie die Gluco- und Glucosidomaltasen oder die Gluco- und Fructo- 
saccharasen.‘‘*) 

Die Angaben der ilteren Literatur sowie der oben zitierten Autoren, 
daB das amygdalinspaltende Enzym, die Amygdalase, das freie Di- 
saccharid des Amygdalins, die Gentiobiose, nicht zu spalten vermag, 
erscheinen mir durch die von Leibowitz begriindete Theorie iiber die Ver- 
schiedenheit der Gentiobiase und der Amygdalase nicht ganz erklirlich. 

J. Leibowitz) hat in seiner Mitteilung ,,Uber die Gerstenmalz- 
maltase und die Spezifitiit der Disaccharasen“ in dieser Zeitschrift seine 
Auffassung niher entwickelt. Nach Leibowitz ist also die Ver- 
schiedenheit der Amygdalase und der Gentiobiase die folgende: ,,erstere 
greift am §-Glucosidoteil I an, wiihrend die zweite eine spezifische Affi- 
nitiit zu dem mit dem Mandelnitrilrest behafteten Teil Ila besitzt.‘‘®) 

In Oppenheimer-Kuhn ,,Lehrbuch der Enzyme“ §. 269 (Leipzig 
1927) ist diese Anschauung folgendermafen wiedergegeben: ,, Leibowitz 
vermutet, daB Gentiobiase und Amygdalase ebenso verschieden sind, wie 
seine beiden Maltasen. Gentiobiase ist dann spezifisch eingestellt auf 
die Glucosegruppe in der freien Gentiobiose, wihrend Amygdalase 
auf die Glucosidogruppe eingestellt ist. Infolgedessen kann Gentiobiase 
das Amygdalin mit der verinderten Glucosegruppe ebensowenig an- 
ereifen wie die Glucomaltase das Maltosazon, wihrend Amygdalase 
dadurch nicht gestért wird, da sie die andere, nicht belastete Glucose- 
gruppe ergreift und abspaltet. Ebenso spaltet die Amygdalase des 
Emulsins die Gentianose, Glucose-Glucose—Fructose, in Rohrzucker + 
6-Glucose.* 

Liegen die Verhiltnisse in dieser Weise niimlich so, dab die 
Amygdalase an den Glucosidoteil (I), die Gentiobiase aber an den redu- 


') H. Pringsheim u. J. Leibowitz, Biochem. Zs. Bd. 161, S. 456 
(1925). 

*) Vel. z. B. L. Maquenne, C. R. Bd. 176, S. 804 (1923); A. R. Ling 
u. D. R. Nanji, Biochem. Journ. Bd. 17, 8. 593 (1923). | 

3) J. Leibowitz, Diese Zs. Bd. 149, S. 184, und zwar S. 190 (1925). 

4) J. Leibowitz u. P. Mechlinski, Diese Zs. Bd. 154, S. 64 (1926). 

5) J. Leibowitz, Diese Zs. Bd. 149, S. 184, und zwar S. 190 (1925). 

6) Vielleicht miiBte dort stehen: ,,zu dem mit dem Mandelnitrilrest 
nicht behafteten Teil II besitzt.“ 














303 


Amygdalase, Gentiobiase, Gentianase. 
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zierenden Glucoseteil (II) des freien Disaccharids sich anlagert, so 


scheint mir eine notwendige Folge dieser Auffassung zu sein, daB dic 


Amygdalase Affinitiit zu den Glucosidoteilen I siimtlicher oben angefiihrten 


Gentiobiosederivate haben mu8. Man sollte dann erwarten, daB sie alle 


auch gespalten werden. 


Wenn sich die Unspaltbarkeit der Gentiobiose durch die 


Amygdalase bestiitigen laBt, so muB man, meiner Ansicht nach, di: 
Angriffsstelle dieses auf das Amygdalin spezifisch eingestellte Enzyn 


in erster Linie gerade in den Teil des Amygdalins verlegen, welche: 


im Verhiiltnis zur Gentiobiose veriindert ist, also an den f-gluco 
sidisch mit dem Mandelnitril verbundenen Teil Ila. 

Wenn sich weiter die Unspaltbarkeit des Amygdalins dure] 
die Gentiobiase bestiitigt, so wire also die Affinititsgruppe de 
freien Gentiobiose fiir dieses Enzym im reduzierenden Glucose 
teil II zu verlegen. 

Die Anlagerung der beiden besprochenen Enzyme an ihren spezi 
fischen Substraten soll also nach dieser Anschauung zuerst!) in dem- 


selben Teil des Disaccharids erfolgen, welches so zu verstehen ist, 


dab, so lange das Disaccharid frei ist, wird es von der Gentiobiase ge- 
bunden und gespalten, wiihrend es nach der Einfiihrung des §-gluco- 


sidisch gebundenen Mandelnitrils nicht mehr Affinitaét zur Gentiobiase, 


sondern nunmebr Affinitit zur Amygdalase besitzt. (Es erscheint dabei 


nicht ausgeschlossen, daB die nach dieser Hypothese eintretende Anderung 
der Spezifitiit des Disaccharids durch eine veriinderte Lage der Sauer- 


stoffbriicke des besprochenen glucosidifizierten Teils bedingt ist.) 

Obwohl die Gentianose durch Verkniipfung der Gentiobiose mi! 
Fructose in solcher Weise entstanden ist, daB der Glucoseteil der Gen 
tiobiose + die hinzukommende Fructose dieselbe Anordnung wie in de: 
Saccharose besitzt (also mit a-glucosidischem Glueoseteil zwischen den 
8-Glucosidoteil und dem Fruetoseteil), wiire es nicht ausgeschlossen, 
daB die Amygdalase als Gentianase auftritt. Die «- oder $-Konfiguration 
an dieser Stelle braucht nicht von grundlegender Bedeutung zu sein, 
jedoch scheint die nach Leibowitz vorhandene Nichtspaltbarkeit des 
a-Methylgentiobiosids durch die Amygdalase dafiir zu sprechen, dal 
auch diese stereochemische Verschiedenheit von Bedeutung fiir die Spe- 
zifitiit ist. Auch hier gilt, daB verschiedene Lagen der Sauerstoff briicken 
die schlieBlich ausschlaggebende Rolle spielen kénnen. Die Frage, ob 
die Gentianase mit der Amygdalase oder der Gentiobiase identisch ist, 
mu also noch offen bleiben, bis durch das Experiment eine Ent- 
scheidung hier wie hinsichtlich der Frage nach der Verschiedenheit der 
Amygdalase und der Gentiobiase getroffen werden kann. 





1!) Vgl. H. v. Euler u. K. Josephson, Uber Enzymspezifitiit, 
Diese Zs. Bd. 166, 8S. 294 (1927). 











Bemerkung tiber das Molekulargewicht von Gelatine 
in Kresol. 


Von 
R. 0. Herzog und H. Cohn. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Faserstoffchemie, Berlin-Dahlem.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Juli 1927. 


Vor einiger Zeit haben E. J. Cohn und J. B. Conant?) das Molekular- 
gewicht einiger Proteine, darunter Gelatine, nach der kryoskopischen 
Methode in Phenol untersucht und im Gegensatz zu N. Troensegaard 
und J. Schmidt?) sehr groBe Werte gefunden, wenn sie die Gegenwart 
von Wasser durch Zusatz von CaCl, ausschalteten. 

Da wir mit der Versuchsanordnung der beiden zuerst genannten 
Autoren zwar den EinfluB von Wasser ausschalten, aber doch nicht 
ohne weiteres in jeder Hinsicht einwandfreie Werte erhalten konnten, 
haben wir die Diffusionsgeschwindigkeit der in Kresol gelésten Gelatine 
gegen Kresol benutzt, um zu einer Orientierung iiber die Teilchengrife 
des in einem Phenol dispergierten Produktes zu erhalten. Das Ergebnis 
der noch nicht abgeschlossenen Versuche ist, daB die TeilchengréBe 
erheblich ist, nicht mittlere ,,Molekulargewichte“ von einigen Hundert 
vorliegen. Die Gelatine erwies sich als stark polydispers, so daB ein 
Anteil des Priiparates wohl recht geringdispers sein mag. 

Wir beabsichtigen, die Diffusionsmethode auch dazu zu verwenden — 
die Versuche mit Gelatine dienen nur der Vororientierung —, um die 
Werte nachzupriifen, die R. O. Herzog und M. Kobel bei der Disper- 
gierung von Seidenfibroin in Resorcin erhalten haben.*) Diese Versuche 
sind eben in Bearbeitung.*) 





1) Diese Zs. Bd. 159, S. 93 (1926). 

2) Diese Zs. Bd. 133, S. 116 (1924). 

3) Diese Zs. Bd. 184, S. 296 (1924). 

4) Wir veréffentlichen diese Bemerkungen im Hinblick auf die 
»Berichtigung zu den Molekulargewichtsbestimmungen der Proteine in 
Phenol“ yon N. Troensegaard und J. Schmidt, Diese Zs. Bd. 167, 
S. 312 (1927). 














Zur Konstitution 
der beim Abbau der Cholsiure entstehenden Siuren. 
Von 


W. Borscehe. 





(Der Redaktion zugegangen am 20. Juli 1927.) 


Vor einigen Monaten habe ich zusammen mit Herrn R. Frank in 
den ,,Berichten d. deutsch. Chem. Ges.) eine Abhandlung ,,Uber dic 
Konstitution der Ciliansiiure und einiger anderer Polycarbonsiiuren der 
Cholsiuregruppe“ veréffentlicht, die Herr H. Wieland in dieser Zeit- 
schrift®) einer zum Teil ablehnenden Kritik unterzogen hat. Ich halte 
diese Ablehnung nicht fiir gerechtfertigt und méchte das folgenderma8en 
begriinden. 

In der fraglichen Abhandlung haben Borsche und Frank u. a, 
mitgeteilt, daB Ciloidansiure R—C,,H,,0,, (II) mit konzentrierter 
Schwefelsiiure bis zum Aufhédren der Kohlenoxydentwicklung (d. h. bis 
zur Gewichtskonstanz der Absorptionsréhren, die in 2—3 Stunden er- 
reicht wird!) auf 100° erhitzt neben 1 Mol. CO, genau 2 Mol CO ab- 
gibt, eines durch Zerfall der Atomgruppierung >>C(OH)-CO,H, die bei 
der Oxydation der Ciliansiiure 2R—C,,H,,0,, (1) zu Ciloidansiiure er- 
halten geblieben ist, das zweite aus einem tertiir gebundenen Carboxy], 
fiir das als Haftort wohl nur C* in Frage kommt. Daraus folgt, dal 
bei der Oxydation der Ciliansiiure mit heiBer Salpetersiiure entgegen der 
bisherigen Anschauung Ring II des Cholsaiuremolekiils nicht zwischen 
C® und C’, sondern zwischen C’ und C® gesprengt wird: 


OH OH 
10,07 \— — 

/ | \oyoHfa+ CO,H a wa | }c Hl, -COgt. 
HO,Co = r HO,C~ “—CO,H 
HO,02 4 \ , 2:0 HO,C___\_C0,H 

I Il 





*) Chem. Ber. Bd. 60, S. 723 (1927). 
2) Diese Zz. Bd. 167, 8S. 70 (1927). 





Zur Konstitution d. beim Abbau d. Cholsiure entstehenden Siuren. 3(7 


Sollte nicht auch der Abbau von Biliobansiiure 3R—C,,H,;,0, (zu 
Isociliansiure 2R—C,,H,,0,.) und Desoxybiliansiure 3R—C,,H,,0, (zu 
Choloidansiiure 2R—C,,H,,0,,) mit heiBer Salpetersiiure sich nach dem- 
selben Schema vollziehen und zu Stoffen mit einem Carboxyl an C® 
fiihren? Wir haben diese Frage bejaht. Da aber Isociliansiure und 
Choloidansiiure durch konzentrierte Schwefelsiiure nicht ganz so glatt 
wie Ciloidansiiure zersetzt werden'), stiitzen sich unsere neuen Formeln 
fiir sie ebenfalls vor allem auf unsere Beobachtungen an der Ciloidansiure. 

Herr Wieland hat nun in seiner Kritik diesen Angelpunkt unserer 
Uberlegungen nur gestreift, ohne irgendwie Stellung dazu zu nehmen. 
ky wendet sich in erster Linie gegen unsere Formulierung der Choloidan- 
siiure und lehnt sie ab auf Grund einer Beweisfiihrung, die man a. a. O. 
im einzelnen nachlesen wolle. Auf uns hat nicht iiberzeugend gewirkt, 
was Herr Wieland dort sagt. Denn die Konstitution der Solanellsiure 
bzw. die Art ihrer Isomerie mit der Ketotetracarbonsiiure 2R—C,,H;,0,, 
die als Zwischenprodukt beim Abbau der Ciloidansiiure mit konzen- 
trierter Schwefelsiure auftritt und noch ein als CO abspaltbares 
Carboxyl enthialt, scheint uns bis jetzt noch nicht so sicher fest- 
gelegt zu sein, daB sie als zuverlissige Unterlage fiir weitere Schiliisse 
dienen kénnte. Dazu kommt, daB wir zurzeit weder die Biloidansiure- 
formel von Wieland und Schlichting (III) noch Formel IV, die sich 


HO,C\___ HO,C\.__ 
| 
hc COE | hoya -COWU 
HO,CN > HO,CN_~— 
sili as . Po 
HOC. 'CO,H HO,C.__._-C0,H 
CO,H 
Ill IV 


aus unserer Choloidansiiureformel fiir Biloidansiiure ergeben wiirde, als 
richtig betrachten. Denn in beiden findet sich tertiiir gebundenes Carb- 
oxyl, was mit der von Wieland und Schlichting ebenso wie von 
uns beobachteten Indifferenz der Biloidansiiure gegen heiBe konzentrierte 
Schwefelsiure kaum vereinbar ist. 





1) H. Wieland u. Fukelman haben trotzdem fiir die Isocilian- 
siiure die heute aus anderen Griinden nicht mehr haltbare Formel einer 
«-Ketocarbonsiure angenommen [Diese Zs. Bd. 130, S. 146 (1923)}. 





























HOPPE-SEYLER’S ZEITSCHRIFT 


PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 


unter Mitwirkung von 


? FE.ABDERHALDEN-Halle, P. BRIGL-Hohenheim, G. EMBDEN-Frankfurta. M., 
H. v. EULER-Stockholm, H. FISCHER- Miinchen, W. GULEWITSCH-Moskau, 
O. HAMMARSTEN-Upsala, S. G. HEDIN-Upsala, V. HENRIQUES-Kopen- 
hagen, M. HENZE-Innsbruck, G. HOPPE-SEYLER-Kiel, O. KESTNER-Ham- 
burg, F. KNOOP-Freiburg i. Br., L. KREHL- Heidelberg, Wm. KUSTER- 
Stuttgart, CARL TH. MORNER-Upsala, F. v. MULLER-Miinchen, J. P. 
PAWLOWSSt. Petersburg, P. PFEIFFER-Bonn a, kh., F. PREGL-Graz, W.E. 
RINGER-Utrecht, O. SCHUMM-Hamburg, 8. P. L. SORENSEN-Kopenhagen, 
H. STEUDEL-Berlin, H. THIERFELDER-Tiibingen, K. THOMAS-Leipzig, 
H. WIELAND-Miinchen, R. WILLSTATTER-Miinchen, A. WINDAUS- 
Gottingen, KE. WINTERSTEIN-Ziirich, R. v. ZEYNEK-Prag 


herausgegeben von 


A. KOSSEL, 


Professor der Physiologie in Heidelberg 


¥ 
i 


Einhundertsiebzigster Band. 


Mit 24 Figuren im Text und auf 3 Tafeln. 


BERLIN ond LEIPZIG 1927 


WALTER DE GRUYTER & C00. 


vormals G. J. Gischen’sche Verlagshandlung + J. Guttentag, Verlagsbuch- 
handlung + Georg Reimer - Karl J. Triibner - Veit & Comp. 








i 
} 
I 
i 


. 








Alle Rechte, insbesondere das der Ubersetzung, 
vorbehalten. 


Druck ven Metzger & Wittig in Leipzig, 





Inhalt des einhundertsiebzigsten Bandes 


HEFT I, I und III. 


(Ausgegeben am 8, Oktober 1927.) 


Schumm, 0. I. Uber das Kisenporphyratin aus Hafer und Hefe. 
(IV. Mitteilung.) If. Uber die Umwandlung des Hiimatoporphyrins 
in Hiimaterinsiiure und die ,,umkehrbare“ Seitenkettenreaktion 
des Himatins (II. Mitteilung.) (Nach eee mit Dr. E. Mertens 
ausgefiihrten amnieat oa oe oe 

Steudel, H. Uber das Verhalten des Vitamins A. Mit 7 Figuren 
im Text und auf Tafel I und Il — 

Gottschalk, Alfred. Girungs- und Phosphorylierungsvereuche an 
Zuckeranhydridcen. . . 

Helferich, B., und If. Sieber. Zur Synthese partiell acylierter 
Glye eride 

Wessely, F., und M. ‘John. Untersuchungen itber «-Amino-N-carbon- 
siureanhydride. V. Nebenreaktionen der Pyridinzersetzung . 

Kiister, William, und F. Schoder. Uber das Lignin. 2. Abhand- 
lung. Nach Versuchen der Herren Dipl.-Ing. ‘A. Bahl, R. Daur, 
W.Schairer und von Frl. K. Massong. Mit 4 Figuren auf Tafel IIL 

Lieb, Hans. Cerebrosidspeicherung bei Morbus Gaucher. II. Mit- 
teilung. Unter Mitwirkung von Frl. H. Hannel. . . 

Edlbacher, S., F. Krause und K, W. Merz. Beitriige zur Kenntnis 
der Arginase. Y. Mitteilung. Das Vorkommen der Arginase 
im Blut und die Beeinflussung ihrer Wirkung durch Serum. 
Mit 2 Figuren im Text. . ea 

v. Euler, Hans, Thor Livgren und. Margareta Ry dbom. Einflu8 
fettléslicher Vitamine und Faktoren auf den Gehalt des Ratten- 
blutes an gesamter und anorganischer Phosphorsiure . 

Kossel +, A., und W. Standt. Die Gewinnung eines Argininpeptids 
aus Clupein. Mit 1 Figur im Text 


Kiister, William, und G. Fr. Koppenhvfer. ‘Wher den Blutfarbstoff 


Kluyver, A. J., und A. P. Struyk. Die Existenz der zellfreien Girung 

Ehrlich, Felix, und Ida Bender. Uber die angebliche Bildung 
von Fumarsiiure aus Brenztraubensiiure durch Rhizopus nigricans 

Abderhalden, Emil, und Hans Sickel. Studien iiber das Verhalten 
von Polypeptiden und yon Derivaten von solchen gegeniiber 
verdiinntem Alkxli bzw. verdiinnter Séure. I. Mitteilung . 

Abderhalden, Emil, und Hans Brockmann. Studien iiber das 
Verhalten von Polypeptiden und von Derivaten von solchen 
gegeniiber verdiinntem Alkali baw. verdiinnter Siiure. II. Mit- 
teilung. . oF GE ae rk See «i 

Abderhalden, Emil, und Shigeo Suzuki. Studien tiber das Ver- 
halten von Polypeptiden und von Derivaten von solchen gegen- 
iiber yerdiinntem Alkali bzw. verdiinnter Siure. ILI. Mitteilung. 
Versuche mit aus Glycin aufgebauten Polypeptiden. Mit 
3 Figuren im Text. . 

Schumm, 0. Zur Kenntnis der Seitenkettenreaktionen des Hamatins. 
Uber die Umwandlung von «-Hiimatin in den Himatoporphyrin- 
methylither und Mérners Methode der Hamatingewinnung. 
Kurze Mitteilung . 





Seite 


68 


134 


146 


161 




















HEFT IY, V und VI. 


Wessely, F., und M. John. 
ihre Umwandlungsprodukte . 
Goldschmidt, St. 
Mit 1 Figur im Text. . 
Knoop, F., und H. Oesterlin. 
von Aminosiiuren. . 
Abderhalden, Emil, und Paul Miller. 
iiber die Herkunft des Kreatins 


ist. Mit 6 Figuren im Text . 


Glykokolleluate 


lésungen. 
kolloidem Charakter II. 
Gottschalk, Alfred. 
Vergirung 
Terada, M. 
Kapfhammer, J., und R. Eek. 





(Ausgegeben am 21. Oktober 1927.) Seite 
Uber eerie und 
: (a ae ee 
Zur Konstitution der Proteine 3. Mitteilung. 
: ee, eee 
Beitriige zu | Synthese und Abbau 
eo: ae we BE aoe ee 
‘Weitere Untersuchungen 
212 
Abderhaldex, Emil, und Wilhelm Kvppel. “Studien iiber das Ver- 
halten von Polypeptiden und von Derivaten von solehen gegen- 
iiber verdiinntem Alkali bzw. verdiinnter Siure. LV. Mitteilung. 
Versuche mit Polypeptiden, an deren Aufbau 1|-Cystin beteiligt 
: 226 
Fodor, A., und R. Schoenfeld. Vergleiche nde Versuche tiber die 
Spaltung von Seidenpepton und Dipeptide durch sogenannte 
231 
Frankel, Max. Uber Assozi ationsgr rad und Reaktivitiit von Gelatine- 
Beitrige zur Kenntnis organischer Naturstoffe von 
te eG Nata ee 
Die Angriffspuhk cte der Co-Zymase bei der 
von Traubenzucker und Hexose-di-phosphorsiiure . 264 
Iwanoff, Nicolai N. Der Harnstoff der Pilze und dessen Bedeutung 274 
Zur Darstellung von Kreatinin aus Harn. . . . . 289 
l-Oxyprolin und 1|-Prolin. Ihre 
aus EiweiB mit Hilfe der Reineckesiiure . 294 


Darstellung 


Alphabetisches Verzeichnis der Autorennamen. 


Abderhalden, Emil, 
Brockmann 146. 
Abderhalden, Emil, und Wilhelm 

Koppel 226. 


und Hans 


Abderhalden, Emil, und Paul 
Moller 212. 
Abderhalden, Emil, und Hans 


Sickel 134. 

Abderhalden, Emil, 
Suzuki 158. 

Bender, Ida, s. Felix Ehrlich. 

Brockmann, Hans, s. Emil Abder- 
halden. 

Eek, R., s. J. Kapfhammer. 

Edlbacher, S., KF. Krause 
K. W. Merz 68. 

Ehrlich, Felix, und Ida Bender 118. 

v. Euler, Hans, Thor Lévgren und 
Margareta Rydbom 79. 

Fodor, A., und R. Schoenfeld 231. 

Frankel, Max 247. 

Goldschmidt, St. 183. 

Gottschalk, Alfred 23. 264. 

Helferich, B., und H. Sieber 31. 

Iwanoff, Nicolai N. 274. 

John, M., s. F. Wessely. 

Kapfhammer, J., und R. Eck 294. 

Kluyver, A. J., und A. P. Struyk 
110. 


und Shigeo 


und 


| 





Knoop, F., und H. Oesterlin 186. 

Képpel, Wilhelm, s. Emil Abder- 
halden. 

Koppenhéfer, G. Fr., s. William 
Kiister. 


Kossel}, A., und W. Staudt 91. 
Krause, F., s. 8. Edlbacher. 


Kiister, William, und G. Fr. 
Koppenh6fer 106. 

Kiister, William, und F. Schoder 44. 

Lieb, Hans 69. 

Loévgren, Thor, s. Hans v. Euler. 

Merz, K. W., s. 8. Edlbacher. 

Moller, Paul, s. Emil Abderhalden. 

Oesterlin, H. s. F. Knoop. 

Rydbom, Margarete,  s. 
y. Euler. 

Schoder, F., s. William Kiister. 

Schoenfeld, R., s. A. Fodor. 

Schumm, O. 1. 161. 

Sickel, Hans, s. Emil Abderhalden. 

Sieber, H., s. B. Helferich. 

Staudt, W., s. A. Kossel-. 

Stendel, H. 13. 

Struyk, A. P., s. A. J. Kluyver. 

Suzuki, Shigeo, s. Emil Abder- 
halden. 

Terada, M. 289. 


Hans 


Wessely, F., und M. John 38. 167. 





